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RESUMO

Neste trabalho foram desenvolvidos quatro métodos analiticos para a determinacdo de
cadmio, cromo, cobre, niquel e ferro em vegetais da familia Solanaceae, cultivados pelos
métodos convencional e organico de producdo, obtidos em feiras e mercados da cidade de
Porto Alegre, Brasil. Estes vegetais sdo muito consumidos devido a grande quantidade de
nutrientes, no entanto, podem ser contaminados por elementos potencialmente toxicos, por
meio da exposicdo a polui¢do, uso de pesticidas, fertilizantes e &gua contaminada. As
determinac6es foram conduzidas pela técnica de espectrometria de absorcdo atdmica de alta
resolucdo com fonte continua em forno de grafite por analise direta de sélidos. Para Cd, Cr e
Cu foram desenvolvidos trés métodos independentes. No caso da determinacdo de Ni e Fe foi
realizada andlise simultanea, empregando linhas analiticas alternativas. Temperaturas de
pirélise e atomizacdo foram otimizadas para todos os elementos analisados, visando sinais
analiticos com elevada sensibilidade e livres de interferéncias. Os métodos otimizados foram
aplicados em amostras de pimentdo, batata, tomate, berinjela, pimenta e physalis. Varias
amostras apresentaram concentracdes superiores aos limites maximos estabelecidos por
legislacBes especificas. Os métodos propostos envolveram minimo preparo de amostra,
reduzindo riscos de contaminacdo, tempo analitico e custos, além de demonstrarem-se

simples, precisos, rapidos e sensiveis.

PALAVRAS-CHAVE: HR-CS GF AAS; Analise direta de solidos; Determinacdo de metais;

Familia Solanaceae; Vegetais convencionais e organicos.



ABSTRACT

In this work, four methods have been developed for the determination of cadmium,
chromium, copper, nickel and iron in vegetables of the Solanaceae family, cultivated in
conventional and organic farming systems, obtained from local markets and local farms,
located in the city of Porto Alegre, Brazil. These vegetables are much appreciate due to the
large amount of nutrients present in it. However, vegetables can be contaminated by
potentially toxic elements, through the exposure to pollution, use of pesticide, fertilizers and
contaminated water. The assays were carried out using a high-resolution continuum source
graphite furnace atomic absorption spectrometer and direct solid sample analysis. Cd, Cr and
Cu had their methods individually developed. In the case of the determination of Ni and Fe, it
was applied simultaneous analysis, employing alternative analytical lines. Pyrolysis and
atomization temperatures were optimized for all target elements, aiming for analytical signals
with high sensitivity and free from interferences. The optimized methods were applied in
samples of bell peppers, potato, tomato, eggplant, pepper and physalis. Several samples
presented concentrations above the maximum permitted by specific legislation. The proposed
methods were accurate, simple, fast and sensitive; moreover, a minimum sample preparation

was necessary, reducing contamination, analytical time and costs.

KEYWORDS: HR-CS GF AAS; Direct solid sample analysis; Metal determination;

Solanaceae family; Conventional and organic vegetables.
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Spectrometry”)

HR-CS GF AAS — Espectrometria de absorcao atdmica de alta resolugcdo com fonte continua
com forno de grafite (do inglés “High Resolution Continuum Source Graphite Furnace

Atomic Absorption Spectrometry”)

HR-CS SS-GF AAS — Espectrometria de absor¢do atémica de alta resolu¢cdo com fonte
continua em forno de grafite por analise direta de solidos (do inglés “High Resolution
Continuum Source Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry and Direct Solid

Sampling Analysis™)

ICP-MS - Espectrometria de massas com plasma indutivamente acoplado (do inglés

“Inductively Coupled Plasm Mass Spectrometry”)
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ICP-OES - Espectrometria de emissdo 6tica com plasma indutivamente acoplado (do inglés

“Inductively Coupled Plasm Optical Emission Spectrometry”)
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LOD - Limite de detecgdo (do inglés “Limit of Detection”)

LOQ — Limite de quantificagdo (do inglés “Limit of Quantification”)
LS — Fonte de linha (do inglés “Line Source”)

LS AAS — Espectrometria de absor¢ao atdbmica com fonte de linha (do inglés “Line Source

Atomic Absorption Spectrometry”)
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SS — Amostragem solida (do inglés “Solid sampling”)
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1 INTRODUCAO

Os vegetais costumam apresentar um elevado consumo, por contribuirem com
grande quantidade de vitaminas e minerais, essenciais para a manutencdo da satude. Com essa
crescente procura por alimentos mais saudaveis, 0 consumo de vegetais se torna cada vez
maior, e consequentemente, é necessaria uma elevada producéo agricola. Para obter grandes
produgdes, normalmente, recorre-se ao uso de fertilizantes, os quais contém nutrientes
essenciais para o crescimento e desenvolvimento das plantas, tais como macronutrientes:
nitrogénio, fésforo, potassio, enxofre, calcio e magnésio e micronutrientes: cobre, ferro, zinco
e molibdénio. No entanto, se aplicados em demasia, podem contribuir para a contaminacgéo
dos alimentos (ISHERWOOD, 2000), além disto, também existem estudos que apontam a
presenca de metais potencialmente tdxicos nos fertilizantes, como cadmio, cromo, talio e
chumbo (BORGES et al., 2011; BORGES et al., 2014; BORGES et al., 2015).

Os pesticidas, devido a grande ameaca do ataque de pragas, também sdo amplamente
utilizados para assegurar uma boa producdo, principalmente, para as culturas do pimentao
(PEREIRA, PINHEIRO, CARVALHO, 2013), pimenta (EMBRAPA, 2007) e tomate
(EMBRAPA, 2006). No entanto, quando aplicados de forma indiscriminada, podem ocasionar
a contaminacdo da producdo, causando maleficios aos que os ingerirem e para 0 ambiente
(PEREIRA, PINHEIRO, CARVALHO, 2013).

Como alternativa referente a aplicacdo de produtos sintéticos durante a producao de
alimentos, aparece como op¢do de consumo, os produtos organicos. No caso dos alimentos
organicos, devido a ndo utilizacdo de agrotoxicos e fertilizantes sintéticos, a premissa
principal consiste na possibilidade de consumir alimentos isentos de substancias
possivelmente prejudiciais a saude. Contudo, deve-se levar em conta que mesmo existindo
uma série de regras para a producdo, ainda assim, os alimentos podem vir a ser contaminados
por elementos potencialmente toxicos. Esta contaminacdo pode advir da deposicao pelo ar,
presenca no solo, pela emissdo pelas fabricas localizadas proximas a producdo, agua
contaminada ou escapamento de veiculos (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR CADMIUM,
2012).

Devido a grande diversidade de vegetais, eles foram divididos em categorias:
especie, género, familia, ordem, classe, filo e reino (GRACA, 1992). Os vegetais que sdo
agrupados em uma mesma familia botéanica possuem similaridades na forma de cultivo e em
relacdo a pragas e doencas. Reconhecer as familias botanicas é de grande importancia, pois a
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rotacdo adequada e eficaz das culturas (plantio alternado de familias), evita que pragas atuem
nos cultivos subsequentes (GARDENING HELP, 2016).

Dentro das familias, se destaca a familia Solanaceae, a qual engloba os vegetais:
pimentdo, pimentas, berinjela, tomate, physalis, batata, tabaco, entre outros (GARDENING
HELP, 2016). Os vegetais pertencentes a esta familia sdo de grande importancia, pois eles
contam com aproximadamente 90 géneros e cerca de 3000 a 4000 espécies. Estes vegetais sdo
largamente utilizados pelos humanos como plantas ornamentais, remédios, mas,
principalmente como alimento (KNNAP, 2004). Sdo muito apreciados, pois contribuem com
grande quantidade de nutrientes. O pimentdo possui grande quantidade de acido ascérbico,
vitamina A, vitaminas do complexo B, flavonoides, acidos fendlicos, carotenoides, ferro,
fésforo e célcio (PEREIRA, PINHEIRO, CARVALHO, 2013). As pimentas possuem calcio,
fosforo e vitamina C (EMBRAPA, 2007). A berinjela possui vitaminas A, C, riboflavina,
niacina e tiamina (OKMEN et al. 2009), ja o tomate possui vitamina A, C, E e vitaminas do
complexo B, bem como os minerais potéssio, célcio, magnésio e fésforo (EMBRAPA, 2006).
O physalis é conhecido por ser rico em vitaminas A e C, além dos minerais ferro e fosforo
(MUNIZ, MOLINA, 2015). A batata, por sua vez, é um alimento muito popular na dieta de
diversas culturas, é fonte de carboidratos, proteinas, vitamina C e do mineral potassio
(NAKANO, DELEO, BOTEON, 2006).

Deste modo, as culturas de pimentdo, tomate, pimenta, batata, berinjela e physalis,
tanto conduzidas pelo método convencional, como pelo método orgéanico, podem estar
expostas ao risco de contaminacdo por metais, advindos da aplicacdo de pesticidas e
fertilizantes, entre outros fatores.

Tendo em vista os problemas causados pelo excesso de metais potencialmente
toxicos no meio e nos seres humanos, torna-se necessaria a caracterizacdo destes elementos,
bem como um rigoroso controle, pois podem causar uma série de problemas a saude e,
dependendo da concentracdo, podem até mesmo levar a morte (ISHERWOOD, 2000).

Normalmente, estes elementos apresentam-se em baixas concentracfes nos
alimentos, assim, para determina-los, sdo necessarias técnicas analiticas extremamente
sensiveis, exatas, precisas e que possam ser aplicadas a rotina. Dentro deste contexto o
presente trabalho apresenta o desenvolvimento de quatro métodos analiticos para
determinacéo de cadmio, cromo, cobre, niquel e ferro em vegetais da familia Solanaceae. Para
isto, sera utilizada a espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolugdo com fonte continua
em forno de grafite por analise direta de sélidos (HR-CS SS-GF AAS), uma técnica que

prioriza 0 minimo consumo de reagentes e o0 reduzido manuseio da amostra.



2 FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta sessdo serdo discutidos os fundamentos tedricos que embasaram a pesquisa e a
revisdo bibliografica referente aos estudos mais importantes relacionados ao assunto desta
dissertagdo. Constam na revisdo aspectos referentes aos motivos que levaram a escolha dos
vegetais pertencentes a familia Solanaceae, as diferencas entre o cultivo convencional e
organico, caracteristicas dos metais estudados, as principais técnicas utilizadas para analise de
vegetais e 0s conceitos envolvidos na técnica de HR-CS SS-GF AAS.

2.1 Contaminag6es em vegetais da familia Solanaceae

Para controlar a qualidade e seguranca dos alimentos, foi instituido pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), no ano de 2001, o PARA - Programa de Analise
de Residuos de Agrotdxicos em Alimentos. O programa analisa alimentos de origem vegetal
representativos da dieta da populacdo brasileira, dentre eles, o pimentdo, tomate e a batata.

O pimentdo foi analisado pela primeira vez no ano de 2008 e cerca de 60% das
amostras apresentaram concentracfes de diversos agrotdxicos acima do estipulado pelo LMR
- Limite Mé&ximo de Residuos, estabelecidos pela ANVISA. Em 2011, 84% das amostras de
pimentdo estavam contaminadas por residuos de agrotéxicos ndo autorizados para a
agricultura; 0,9% continham agrotoxicos acima do LMR e 4,7% continham as duas situacdes
simultaneamente. As amostras contaminadas totalizaram 90%, sendo detectados vinte tipos
diferentes de agrotoxicos, dentre eles, 17 inseticidas e 3 fungicidas (ANVISA, 2013).

Em 2012, foi realizada a anlise de diversos outros alimentos, dentre eles, o tomate.
Foi verificado que 11,4% das amostras apresentaram agrotoxicos ndo autorizados para o
plantio; 2,4% possuiam agrotoxicos acima do LMR e 2% continham as duas situacoes
simultaneamente (ANVISA, 2014).

Em 2002, 22,2% das amostras de batata apresentaram residuos de agrotoxicos nédo
permitidos para a agricultura (ANVISA, 2008). J4 em 2009 apenas 1,2% das amostras foram
insatisfatérias (ANVISA, 2010).



Para as amostras de pimentdo, os relatorios que englobam os anos de 2013 a 2015,
das 243 amostras analisadas, apenas 27 foram satisfatorias, destas, 5 ndo apresentaram
nenhum residuo de agrotdxico e 22 apresentaram quantidade de residuos igual ou inferior ao
LMR. Para o tomate, das 730 amostras investigadas, 67,9% foram satisfatorias e para a batata,
das 742 amostras em estudo, apenas 4,5% apresentaram resultados insatisfatorios (ANVISA,
2016).

Agrotoxicos e fertilizantes podem conter metais em sua formulacdo, por este motivo,
ha a possibilidade de contribuirem para a contaminacéo da producdo. No entanto, a presenca
de metais nos vegetais ndo tem como Unica fonte a aplicacdo de agrotoxicos ou fertilizantes,
eles podem estar naturalmente presentes no solo, por meio da deposicao pelo ar, proximidade
com industrias, estradas e uso de &gua contaminada. Por isso, vegetais organicos podem
também vir a ser expostos aos metais potencialmente toxicos (TOXICOLOGICAL PROFILE
FOR CADMIUM, 2012; TOXICOLOGICAL PROFILE FOR CHROMIUM, 2012;
TOXICOLOGICAL PROFILE FOR COPPER, 2004).

Justifica-se o fato da escolha dos vegetais (pimentdes, batata, tomate, physalis,
berinjela e pimenta), pela grande exposicdo a agrotoxicos e pesticidas relatado pelo PARA e
pela escassez de estudos destinados ao desenvolvimento de métodos analiticos para a

determinacédo de metais trago nestes vegetais utilizando a HR-CS SS-GF AAS.

2.2 Cultivo pelo método convencional e organico

A agricultura organica vem sendo praticada desde a década de 20 como resposta ao
processo de industrializacdo da agricultura (TORJUSEN et al., 2001). Hoje, observa-se uma
maior procura por alimentos organicos, devido a crescente preocupacdo que relaciona o
manejo convencional, no qual podem ocorrer contaminacfes na cadeia alimentar, devido ao
uso de fertilizantes, pesticidas e demais coadjuvantes, com 0 manejo organico, que tem como
engajamento o cuidado do alimento, saide e meio ambiente (LAIRON, 2010).

Segundo a Lei n° 10.831, de 23 de dezembro de 2003, artigo 1°:

Considera-se sistema organico de producgdo agropecuaria todo aquele em que
se adotam técnicas especificas, mediante a otimiza¢do do uso dos recursos
naturais e socioecondmicos disponiveis e o0 respeito a integridade cultural
das comunidades rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade econémica e
ecolégica, a maximizagdo dos beneficios sociais, a minimizacdo da
dependéncia de energia ndo-renovavel, empregando, sempre que possivel,
métodos culturais, biolégicos e mecanicos, em contraposicdo ao uso de



materiais sintéticos, a eliminacdo do uso de organismos geneticamente
modificados e radiacBes ionizantes, em qualquer fase do processo de
producdo, processamento, armazenamento, distribuicdo e comercializagéo, e
a protecdo do meio ambiente. (BRASIL, 2003).

Desta forma, a legislacdo organica brasileira, bem como da Unido Europeia
(CCE/2092/91 e CE/1804/99) estabelecem meios para alcancar o objetivo de oferecer
alimentos isentos de pesticidas e fertilizantes, de antibidticos, de organismos geneticamente
modificados e com reduzido uso de aditivos em alimentos industrializados.

Para serem comercializados, os produtos organicos deverdo obter certificacdo de
organismo reconhecido oficialmente, ou, no caso de venda direta ao consumidor, ha a
possibilidade de ndo ser certificado, mas para isto, é necessario que o produtor esteja
vinculado a uma organizacdo com controle social cadastrada no Ministério da Agricultura
Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ou em outro 6rgdo fiscalizador federal, estadual ou
distrital conveniado (BRASIL, 2007).

S&o escassos 0s dados que assegurem que ha vantagens em consumir os alimentos
orgénicos frente aos convencionais, com vistas ao teor nutricional, devido a dificuldade de
dirigir um estudo que possua todas as varidveis controladas, para que os resultados obtidos
tenham tdo sé e unicamente a forma de cultivo como diferencial. Algumas pesquisas apontam
que ha sim maior concentracdo de nutrientes em alimentos manejados pelo sistema organico
(HALLMAN, 2012; BARANSKI et al., 2014; PEREIRA et al., 2016; KAZIMIERCZAK et
al., 2016), enquanto outras, dizem ndo haver diferencas nutricionais entre os dois cultivos
(DANGOUR et al., 2009; JUROSZEK et al., 2009; KREJCOVA et al., 2016).

Quanto a diferenca referente ao aporte de residuos de pesticidas e de outras
substancias sintéticas entre alimentos produzidos por meio do sistema organico e
convencional, espera-se que o alimento organico contenha uma concentra¢do bem menor ou
que tal concentracdo seja praticamente nula. As pesquisas ja realizadas apontam uma clara
vantagem dos alimentos organicos em comparagdo aos alimentos produzidos pelo método
convencional (PUSSEMIER et al., 2006; REKHA, NAIK, 2006; LIMA, VIANELLO, 2011,
SANTOS et al., 2012; BARANSKI et al., 2014).

Com relacdo ao aporte de metais em alimentos organicos e convencionais, Baranski
et al. (2014), afirmam que os protocolos envolvidos no cultivo organico podem afetar os
padrdes de captacdo de minerais e 0s processos metabdlicos que ocorrem nas plantas. Vrcek
et al. (2014), analisando farinhas de trigo convencionais e organicas, encontraram maior

concentracdo de potassio, zinco e molibdénio em farinhas orgénicas e maior concentragdo de



calcio, manganés e ferro em farinhas convencionais. Metais potencialmente toxicos como,
aluminio, arsénio, cadmio e chumbo foram encontrados em menor concentracdo no sistema
organico de producdo. Ja para Krejéova et al. (2016), os quais reportam o estudo realizado em
cenouras produzidas organicamente e de modo convencional, com relacdo aos metais, ndo foi
possivel apontar diferencas significativas entre os dois cultivos. Kelly e Bateman (2010),
encontraram maiores concentracdes de calcio, cobre e zinco e menores concentracbes de
manganés nas culturas de tomate organico, também detectaram a presenca de fungos
micorrizicos arbusculares que se apresentam em grande quantidade em solos manejados pelo
sistema orgéanico, sugerindo usar essa informacdo como indicador de autenticidade para
alimentos organicos.

Segundo estudo realizado por Baranski et al. (2014), no qual foram analisadas
diversas publicacGes entre 1992 e 2011, em um total de 343 artigos que envolviam a
influéncia do cultivo organico e convencional nas culturas, foi verificado que, com relagédo a
atividade antioxidante, maiores concentrages estavam presentes nos vegetais organicos para
a maioria dos compostos estudados, com excecdo da vitamina E, que se mostrou maior nas
culturas convencionais. Com relacéo a concentracdo de proteinas, carboidratos, aminoacidos e
fibras, os vegetais organicos apresentaram maiores quantidades de carboidratos e menores
concentracOes dos outros constituintes citados. Para 0s metais toxicos e pesticidas, as analises
detectaram uma tendéncia para haver menores concentracdes de cadmio nas culturas
organicas, no entanto, quando cereais, vegetais e frutas foram analisados separadamente,
foram encontradas diferencas significativas apenas para os cereais. Avaliando os diferentes
estudos, para arsénio e chumbo, ndo foram detectadas diferencas significativas nas
concentragOes existentes entre os dois cultivos. Quanto a presenca de residuos de pesticidas,
0S vegetais convencionais apresentaram quatros vezes mais pesticidas do que os vegetais
organicos. Frutas demonstraram ter uma maior frequéncia de contaminacao por pesticidas do
que os vegetais. Com relacdo a outros minerais, as culturas organicas apresentaram menores
quantidades de manganés, cromo e estrdncio e maiores concentracdes de zinco, galio,
manganés, molibdénio e rubidio. Neste estudo, os autores verificaram que houve uma
consideravel variacdo entre os resultados obtidos por diferentes tipos de culturas, espécies,
clima e locais, reafirmando o fato da dificuldade de obter resultados que apontem as
diferencas existentes entre os cultivos.

Como ja dito anteriormente, espera-se que 0s vegetais cultivados pelo sistema
organico contenham menor concentracdo de elementos potencialmente tdxicos, por néo

contarem com algumas das possiveis fontes de contaminagdo, como 0 uso de pesticidas,
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fertilizantes e demais substancias sintéticas. Porém, ha outras possiveis fontes de
contaminagédo que persistem no cultivo organico, como por exemplo, o uso de adubo natural
que possa ter sido contaminado, uso de lamas de esgoto, deposicéo pelo ar, proximidade com
industrias, estradas, entre outros.

Segundo Borguine et al. (2006), ainda ha uma grande escassez de dados referentes a
presenca de residuos de pesticidas ou presenca de metais em alimentos cultivados pelo
sistema orgénico, tornando mais dificil apresentar fatos concretos que apontem diferengas
entre os cultivos. Por isso, torna-se de grande importancia a realizacdo de investigacdes sobre

este assunto.

2.3 Metais

Conforme consta no Regulamento Técnico do Mercosul (2013):

Os niveis de contaminantes inorganicos nos alimentos deverao ser os mais
baixos possiveis, devendo prevenir-se a contaminacgdo do alimento na fonte,
aplicar a tecnologia mais apropriada na producdo, manipulacéo,
armazenamento, processamento e envase, de forma a evitar que um alimento
contaminado seja comercializado ou consumido. (ANVISA, 2013, p. 33)

O Regulamento Técnico do Mercosul (2013), o qual dispGe sobre os limites maximos
de contaminantes em alimentos, estabelece que, para as espécies da familia Solanaceae, 0
limite maximo para Cd é de 0,05 mg kg?. A Unido Europeia (2006) estabelece que, para
alimentos em geral, o limite maximo também ¢ de 0,05 mg kg™ para Cd.

Para o Cr, foi encontrada a National Food Safety Standard Maximum Levels of
Contaminants in Food, elaborada pelo USDA (United States Department of Agriculture —
Foreign Agricultural Service). Esta norma estabelece os indicadores de niveis maximos de
contaminantes em alimentos, sendo que para vegetais, o limite maximo de Cr é de 0,5 mg kg™
(USDA, 2010).

N&o ha legislacdo especifica para os limites maximos de Cu em alimentos, por isso,
foi utilizada uma legislagéo paralela instituida pela ANVISA - Resolugdo - CNNPA n° 13, de
15 de julho de 1977, a qual estipula que o limite maximo permitido em picles é de 15 mg kg™
Cu (ANVISA, 1977).

Para o elemento Ni, ndo foi encontrada legislacdo nacional ou internacional, que

estipule os limites maximos permitidos em vegetais. Sendo assim, para fins de comparacéo,



utilizou-se dados constantes na literatura, que afirmam que as concentracbes de Ni
normalmente encontradas em tecidos de plantas gira em torno de 0,5 — 5 pug g* (ALLEN,
1989).

N&o h4, também, uma legislacdo especifica para 0 maximo ou minimo aporte
permitido de Fe, desta forma os resultados obtidos foram comparados com as concentragdes
destes elementos comumente descritas na literatura (BUTNARIU, BUTU, 2015; PHYSALIS
& COMPANHIA, 2017; TABELA NUTRICIONAL, 2017).

2.3.1 Cadmio

O Cd é um metal que pode ser encontrado em organismos aquéticos e culturas
agricolas, devido a sua deposicdo no solo, na 4gua e no ar por meio da combustdo de
combustiveis fosseis, incineracdo e eliminacdo de residuos e fabricacdo e aplicacdo de
fertilizantes fosfatados. Sua mobilidade no solo depende de varios fatores, como o pH e
guantidade de matéria organica. Normalmente, o Cd liga-se fortemente a matéria organica
presente no solo e assim, acaba sendo absorvido pelas plantas, devido a isto, pode vir a entrar
na cadeia alimentar (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR CADMIUM, 2012).

Nos Estados Unidos, o tabagismo é uma das principais formas de exposicdo ao Cd,
sendo que, para nao fumantes, a principal forma se da por meio dos alimentos, principalmente
0os vegetais folhosos, batata, feijdo, amendoim, soja e semente de girassol
(TOXICOLOGICAL PROFILE FOR CADMIUM, 2012).

Mesmo em baixas concentracdes, o Cd possui efeito altamente tdxico e agudo,
causando irritacdo na garganta, tosse, nauseas, vomito, dispneia e febre, além de efeitos
cumulativos, afetando principalmente os rins, figado e 0ssos, sendo que, uma caracteristica
que causa grande preocupacdo, € o longo tempo de meia vida no corpo do ser humano,
estimado em até 30 anos (HALLENBECK, 1986). A exposicdo de plantas a elevados niveis
de Cd pode causar clorose (folhas amareladas) e crescimento reduzido. Alimentos como
raizes de milho, aveia, soja e tomate e partes aéreas da cenoura, alface, batata e tabaco
acumulam as mais altas concentragdes de Cd (SINGH, 2016).

A deficiéncia de Fe pode acarretar o aumento da absor¢édo gastrointestinal de Cd em
humanos (FLANAGAN et al. 1978), enquanto que, a suplementacdo da dieta com Zn, auxilia
a diminuir sua absorcéo (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR CADMIUM, 2012).



2.3.2 Cromo

O Cr é um elemento encontrado em rochas, animais, plantas e no solo. Existe sob
trés formas principais: Cr (0), Cr (111) e Cr (VI), sendo que, pequenas quantidades do Cr (111)
s80 necessarias para a manutencdo da satude humana, participando na captacdo e metabolismo
de lipideos, proteinas e da glicose (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR CHROMIUM, 2012).

A toxicidade causada pelo Cr depende do seu estado de oxidagdo e da natureza do
que estiver ligado a ele. Por exemplo, o Cr (VI) é altamente tdxico mesmo em pequenas
guantidades. A superioridade toxicolégica quando relacionada ao Cr (I11) é complexa, envolve
principalmente, absorcdo facilitada pelas células e geracdo de radicais livres que podem
formar complexos (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR CHROMIUM, 2012).

As principais formas de exposi¢cdo ao Cr se ddo por meio do ar, no ambiente de
trabalho, principalmente na industria metallrgica, dgua, solo e alimentos. Normalmente, a
ocorréncia da presenca do Cr em alimentos se dd em quantidades vestigiais, sendo mais
comum no estado trivalente. No entanto, o Cr costuma ser muito utilizado como catalisador
em fungicidas, que se forem aplicados de maneira inadequada nos alimentos, podem
colaborar para a contaminacdo pelo elemento. Os principais problemas desencadeados sdo
respiratorios, gastrointestinais, imunologicos, reprodutivos e de desenvolvimento
(TOXICOLOGICAL PROFILE FOR CHROMIUM, 2012).

2.3.3 Cobre

O Cu ocorre naturalmente em rochas, agua, solo, sedimentos e em niveis baixos, no
ar. E um elemento essencial para todos os organismos vivos, desde que em quantidades
pequenas. Em quantidades maiores, pode desencadear efeitos toxicos, como por exemplo, a
longa exposicdo a poeira de Cu, causa irritagdes no nariz, boca e olhos, dores de cabeca,
tonturas e nauseas. A alta ingestdo do elemento pode ocasionar danos ao sistema respiratorio,
gastrointestinal, hematolégico, hepatico, enddcrino e efeitos oculares. Ndo se sabe se o Cu
pode causar efeitos carcinogénicos, devido a falta de estudos que comprovem este fato
(TOXICOLOGICAL PROFILE FOR COPPER, 2004).

O Cu pode entrar no ambiente por meio de depdsitos de lixo, esgotos, combustdo dos

combustiveis fosseis e nos alimentos, advém, principalmente do uso dos compostos de Cu que



participam na formulacdo de fungicidas e fertilizantes fosfatados utilizados na agricultura,
sendo estes, 0s mais suscetiveis a ameacar a saude humana (TOXICOLOGICAL PROFILE
FOR COPPER, 2004).

2.3.4 Niquel

O Ni é muito utilizado para a elaboracdo de ligas metélicas, revestimentos, na
coloragéo de ceramicas, para a producao de baterias e como agente catalisador.

Por meio da mineracdo, industrias, usinas de queima de petroleo e incineragcdo de
lixo, o Ni pode entrar em contato com o meio ambiente. Uma vez que o Ni encontra-se
disperso no ar, liga-se fortemente a particulas de poeira que se depositam na agua, em
producdes agricolas e no solo, onde se liga fortemente a compostos que contenham Fe ou Mn,
sendo assim, pode entrar na cadeia alimentar, a qual é uma das principais fontes de exposi¢édo
ao elemento (TOXICOLOGICAL PROFILE FOR NICKEL, 2005).

Os principais efeitos causados pela exposicdo ao Ni sdo reacOes alérgicas na pele,
danos ao sistema respiratério e risco de cancer de pulmdo (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2000).

2.3.5Ferro

O Fe é o quarto elemento mais abundante na crosta terrestre, considerado um
nutriente essencial para quase todas as espécies vivas. Apresenta-se, geralmente, na forma de
quelatos com anéis de porfirina ou proteinas e age como transportador de oxigénio
(hemoglobina e mioglobina), na respiracdo e no metabolismo energético e na sintese de DNA.
O organismo de homens e mulheres adultos contém em média cerca de 4 g e 2,5 g de Fe,
respectivamente (DAMODARAN, FENNEMA, PARKIN, 2010).

No entanto, se o Fe estiver em sua forma livre, pode apresentar toxicidade, resultante
da geracgdo de espécies de oxigénio ativado, que podem promover oxidacgdes lipidicas, ataques
a proteinas ou moléculas de DNA (DAMODARAN, FENNEMA, PARKIN, 2010;
PROUSEK, 2007).

A ANVISA estabeleceu que a IDR (Ingestdo Diaria Recomendada) de Fe para
adultos, é de 14 mg ao dia, para criancas, recomenda-se 6 mg ao dia e para gestantes, 27 mg
de Fe ao dia (ANVISA, 2004).
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2.4 Técnicas para determinacéo de metais em vegetais da familia Solanaceae

Existem diversas técnicas analiticas disponiveis para realizar determinacGes de
elementos traco nas mais variadas matrizes, as mais conhecidas sdo a espectrometria de
absorcdo atbmica (AAS), que abrange a espectrometria de absorcdo atdbmica com chama (F
AAS), espectrometria de absor¢do atdmica com forno de grafite (GF AAS) e espectrometria
de absorcdo atdmica com geracdo de hidretos (HG AAS); a espectrometria de massas com
plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) e a espectrometria de emissdo optica com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES), cada técnica possui suas particularidades, a escolha
dependerd da complexidade das amostras, o tempo e a disponibilidade do equipamento
(HOLLER, SKOOG, CROUCH, 2009).

A literatura reporta o estudo de Karavoltsos et al. (2008), que apresentou a
investigacdo de cddmio e chumbo em amostras consideradas como organicas pela legislacéo
grega e em amostras nao reconhecidas. As amostras foram digeridas em bloco aquecido, na
presenca de &cido nitrico e, posteriormente, analisadas por GF AAS. O método foi validado
utilizando materiais de referéncia certificados. Os resultados encontrados para os alimentos

batata, pimentdo verde, berinjela e tomate, sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: ConcentracGes de cadmio e chumbo em produtos reconhecidos como organicos.

Cadmio (ng g?) Chumbo (ng g?)
Batata 8,6 11,8
Pimentéo verde 12,1 <8,0
Berinjela 5,0 33,0
Tomate 3,2 <8,0

Fonte: Karavoltsos et al. (2008).

Os autores compararam os resultados encontrados na Tabela 1 com as anélises
envolvendo produtos orgéanicos nao reconhecidos pela legislacdo grega. As amostras de batata
ndo reconhecidas como organicas apresentaram 60,5 ng g™ cadmio e 15,8 ng g* cumbo,
superando em muito as concentragdes encontradas em batatas orgénicas reconhecidas pela
legislacdo.

Chen et al. (2011) investigaram a presenca de cadmio, chumbo, mercdrio e arsénio
em diversos vegetais. Para a determinacdo de cadmio e chumbo, utilizaram GF AAS e para
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mercurio e arsénio, espectrometria de fluorescéncia atbmica com geracdo de hidretos (HG
AFS). As amostras foram digeridas em micro-ondas com &cido nitrico. Para o tomate, foram
encontradas quantidades de 0,11 mg kg™ cadmio, 0,066 mg kg™ chumbo, 0,0020 mg kg
merclrio e 0,026 mg kg® arsénio. A pimenta apresentou 0,0070 mg kg* cadmio,
0,034 mg kg chumbo, 0,0020 mg kg™ merctrio e 0,024 mg kg™ arsénio. Na berinjela, foi
encontrado, 0,010 mg kg cadmio, 0,035 mg kg?* chumbo, 0,0020 mg kg? mercurio e
0,018 mg kg* arsénio.

Santos et al. (2012) usando ICP-OES investigaram a presenca de cadmio, chumbo,
zinco, cobre, cromo, niquel e aluminio em amostras de pées e vegetais No pimentdo, foram
encontradas concentragdes de 0,28 mg kg™ cadmio, 5,6 mg kg chumbo, 9,5 mg kg cobre,
22 mg kg zinco, 0,95 mg kg? niquel. Para cromo e aluminio, as concentragdes encontradas
estavam abaixo do limite de quantificacdo, sendo que, para o cromo, o limite de quantificacdo
foi de 0,13 mg kg e para aluminio, foi de 0,34 mg kg™. Neste caso, 0 pimentdo apresentou
concentracOes de elementos traco acima dos limites recomendados para cddmio e chumbo na
legislacdo vigente na época (0,2 mg kg e 0,5 mg kg respectivamente), estipulados pelo
Ministério da Saude do Brasil, portaria n°® 685, de 27 de agosto de 1998.

Aradjo et al. (2013), investigaram a composicdo fisico-quimica e residuos de
agrotoxicos em pimentdes, alface e tomates cultivados pelo sistema organico e convencional.
Foram determinados os minerais cobre, cromo, ferro, potassio, manganés, magnésio, sédio,
zinco e os elementos potencialmente toxicos cadmio, niquel e chumbo, por meio da F AAS e
os residuos de agrotoxico por cromatografia gasosa e liquida associada a detectores
especificos por classe. Foi constatado que, com relagdo aos niveis de metais em pimentdes,
ndo houve diferenca entre os dois tipos de cultivo para os teores de chumbo e cadmio,
enguanto que, para niquel, foi encontrada uma concentracdo duas vezes maior em pimentdes
cultivados pelo sistema convencional. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre o
cultivo organico e convencional para o tomate, no entanto, ambos apresentaram teores
elevados de manganés, ferro, cobre e cromo.

Norton et al. (2015), reportaram o estudo realizado em frutas e vegetais cultivados no
sudoeste e no nordeste da Inglaterra, a fim de verificar as concentra¢des de cadmio e chumbo.
O estudo foi conduzido pela técnica de ICP-MS. Foi realizada digestdo acida com é&cido
nitrico concentrado e peroxido de hidrogénio. Verificou-se que 0s vegetais que apresentaram
maiores concentracfes de cadmio foram os vegetais com estrutura de folha aberta. Com
relacdo ao cadmio presente em batatas cultivadas no sudoeste, foram encontradas

concentracdes entre 1,8 ng gt e 21 ng g?, nas pimentas, as concentragdes foram entre
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1,8 ng gt e 5,0 ng g?, para o tomate, 1,8 ng g* e 10 ng g* e na regido nordeste, para batata,
de 1,8 ng gt a 45 ng g e para o tomate, entre 1,8 ng g* e 6,4 ng g*. Para 0o chumbo, na
regido sudoeste, na batata, foram encontradas concentrages entre 4,0 ng g* e 26,8 ng g%, nas
pimentas, entre 4,0 ng g* e 10,7 ng g* e no tomate, 4,0 ng g*. Na regido nordeste, as
concentragOes encontradas na batata, variaram entre 4,0 ng g* e 67,7 ng g e para o tomate,
as concentragdes permaneceram em torno de 4,0 ng g

Ahmad et al. (2016), determinaram a presenca de chumbo, manganés, niquel,
cobalto, cobre, cadmio, zinco, selénio, molibdénio, ferro, arsénio e cromo em berinjelas
cultivadas em dois diferentes locais nas vizinhancas de Sardogha, Paquistdo. As amostras
foram higienizadas com &gua deionizada, secas em estufa, digeridas com H2SO4, HNO3 e HCI
(1:2:1). Cromo, manganés, ferro, cobalto, niquel, cobre, zinco, molibdénio, cadmio e chumbo
foram determinados por F AAS e selénio e arsénio, utilizando GF AAS. Foi verificado que o
solo dos dois locais estudados apresentaram diferencas significativas nas concentracdes de
diversos metais, como ferro, cobalto, niquel, zinco, arsénio, selénio e chumbo, entretanto, ndo
houve diferencas significativas para os metais cromo, manganés, cobre, molibdénio e cadmio.
Para as amostras de berinjela cultivadas nestes locais, ndo houve diferencas significativas para
selénio, molibdénio e cddmio, ao passo que para cromo, molibdénio, ferro, cobalto, niquel,
cobre, zinco, arsénio e chumbo apresentaram diferengas significativas entre as berinjelas
cultivadas nos diferentes locais. As concentragdes variaram de 15 mg kg?* a 30 mg kg™
cromo, de 50 mg kg a 78 mg kg* ferro, de 9 mg kgt a 14 mg kg niquel, de 24 mg kg a
29 mg kg* cobre, de 0,8 mg kg a 1 mg kg cadmio e de 8 mg kg™ a 19 mg kg* chumbo.
Dos metais investigados, apenas niquel, cobre, cadmio e chumbo apresentaram concentracdes
acima do estabelecido pela legislacéo.

Todos os procedimentos acima relatados envolvem dissolucdo da amostra e uso de
reagentes, o que torna a analise mais lenta, laboriosa, custosa, devido a necessidade de
reagentes ultrapuros, com a possibilidade de perdas do analito durante a manipulacéo, reducéo
da sensibilidade, riscos de contaminacdo, além do comprometimento dos limites de deteccdo
devido & diluicdo. Dentro deste contexto, deve-se priorizar o uso de técnicas analiticas que
permitam evitar a0 maximo o pré-tratamento, como por exemplo a GF AAS, que permite
realizar andlises diretas de sélidos (SS, do inglés Solid Sampling), a qual exige apenas
secagem e moagem, reduzindo o risco de contaminagdes ou perda na sensibilidade devido a

necessidade de realizar dilui¢Ges.
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2.5 A espectrometria de absor¢cdo atbmica com forno de grafite e analise direta de

sélidos

A técnica da AAS consiste no principio basico de que atomos no estado fundamental
absorvem quantidades especificas de energia, passando para o estado excitado. Esta energia
advém de uma fonte de radiacdo de frequéncia especifica. A atenuacdo da intensidade de
radiacdo emitida pela fonte, que é proporcional a quantidade de analito presente, torna
possivel a sua quantificacdo (WELZ, SPERLING, 1999).

A AAS convencional utiliza uma fonte de radiacdo especifica para cada elemento,
conhecida como fonte de linha (LS AAS), que faz uso de ldmpadas de catodo oco (HCL, do
inglés “Hollow Cathode Lamp”), que contam com um céatodo contendo um ou mais analitos,
um anodo que é frequentemente feito de tungsténio ou niquel e o cilindro de vidro que é
preenchido com gas inerte, normalmente argénio ou nebnio a pressao de 1 kPa. Na LS AA,
utilizando lampadas de catodo oco, o analito é volatilizado e excitado, emitindo o seu préprio
espectro, este mecanismo torna a técnica altamente seletiva e dispensa o uso de
monocromadores de alta resolucdo, pois parte-se do principio de que outros elementos nédo
podem absorver a energia especifica emitida pela lampada (WELZ, SPERLING, 1999).

A fim de cumprir com o propdsito de efetuar a atomizacdo do analito para que ocorra
0 processo de absorcdo da radiacdo e leitura, pode-se fazer uso de diferentes atomizadores.
Cada atomizador possui suas vantagens e desvantagens, a escolha dependera das
caracteristicas das amostras a serem analisadas e da natureza e concentracdo dos elementos a
serem determinados. O atomizador presente na F AAS ¢é a chama, o instrumento contém um
nebulizador que converte a amostra em um aerossol, que € posteriormente atomizado na
chama. A GF AAS faz uso de fornos de grafite como atomizadores, que sdo tubos
constituidos de grafite pirolitico, este tipo de atomizador permite a insercdo direta da amostra,
facilitando em muito o processo analitico. Tubos de grafite ou de quartzo sdo empregados na
HG AAS, que consiste na conversdo do analito a seu hidreto volatil (WELZ, SPERLING,
1999).

A GF AAS é uma alternativa muito atraente, pois esta largamente disponivel e é de
uso facil. E capaz de determinar baixas concentracdes de metais em diversas matrizes, pois
propicia a eliminacdo de boa parte da matriz durante a etapa de secagem e de pirdlise,
reduzindo assim a presenca de possiveis interferéncias. A técnica permite também um maior
tempo de residéncia dos atomos durante a etapa de atomizacao, conferindo assim uma maior
sensibilidade (WELZ, SPERLING, 1999).
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As etapas inerentes a GF AAS consistem em:

Secagem: esta etapa efetua a eliminacdo de todo solvente que exista na amostra e se
foi necesséria a aplicacdo de modificador, a secagem do mesmo, também é realizada neste
momento. Se esta etapa ndo for bem feita e permanecerem resquicios de liquido, este pode vir
a espirrar com o aumento da temperatura, espalhando amostra para fora da plataforma e deste
modo, comprometer os resultados (WELZ, SPERLING, 1999).

Pirdlise: ap06s a etapa de secagem, a temperatura deve ser aumentada
gradativamente, até atingir aquela que foi estipulada como a temperatura ideal de pirdlise.
Esta etapa elimina 0s concomitantes presentes na matriz, diminuindo as possiveis
interferéncias, no entanto, esta temperatura ndo pode ocasionar a volatilizagdo do analito
(WELZ, SPERLING, 1999).

Atomizacdo: depois da amostra estar dessolvatada e livre da matriz, segue-se ao
processo de atomizacdo, no qual eleva-se o forno a uma temperatura tal, que consiga
transformar o analito e, eventualmente, a amostra sélida em vapor atémico. Este vapor
atbmico entdo, recebe uma quantidade especifica de energia, advinda de uma fonte de
radiacdo, como dito anteriormente, a atenuacdo da intensidade de radiacdo emitida pela fonte,
que é proporcional a quantidade de analito presente, torna possivel a sua quantificacdo
(WELZ, SPERLING, 1999).

Limpeza: ap0ds a etapa de atomizacdo, na qual ocorre a leitura da absorvancia, eleva-
se até uma temperatura tal, que elimine toda matéria remanescente, a fim de que ndo ocorra
efeito de memoria (WELZ, SPERLING, 1999).

Apobs o término destas etapas, € gerado no software um resultado, em absorvancia
integrada, proporcional & quantidade de analito presente na amostra.

A GF AAS passou por um periodo critico, pois no inicio do desenvolvimento da
técnica, surgiram problemas devido a falta de isotermicidade tanto temporal quanto espacial,
resultando em problemas de reprodutibilidade do sinal e interferéncias. Como forma de
resolver estes problemas, Walter Slavin, baseado nas observagdes experimentais de L’vov,
apresentou o conceito STPF (forno com plataforma de temperatura estabilizada, do inglés —
stabilized temperature plataforma furnace), que consiste no uso de tubos de grafite
piroliticamente recobertos, tornando a superficie altamente impermeavel e ndo reativa; uso de
plataformas de L’vov, as quais tem a finalidade de retardar a atomizacdo até que seja
alcancada uma temperatura estavel (isotermicidade temporal); o aquecimento transversal,
evita que hajam partes mais frias no tubo de grafite (isotermicidade espacial); a poténcia

méaxima de aquecimento na etapa de atomizagdo; uso de absorvancia integrada na medida dos
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sinais analiticos; interrupcdo do fluxo de gas interno, maximizando assim, o tempo de
residéncia dos atomos no forno, melhorando a sensibilidade; sistema de deteccéo
extremamente rapido; uso de modificadores quimicos, que atuam aumentando a volatilidade
da matriz ou diminuindo a volatilidade do analito, auxiliando na separacdo dos concomitantes
e correcdo de fundo efetiva (WELZ, SPERLING, 1999).

A GF AAS é muito atrativa pois proporciona a possibilidade da analise direta de
liquidos, gases e sdlidos. No caso de amostras sélidas, que para a maioria das outras técnicas
existentes exigiria a realizacdo de digestbes e diluicBes, na amostragem direta torna-se
necessario, na maioria das vezes, apenas a secagem, moagem, pesagem e insercdo no forno de
grafite, dispensando manipulacGes laboriosas, propiciando maior rapidez a analise, reduzindo
perdas do analito e riscos de contaminacdes. Além de apresentar um ganho na sensibilidade,
visto que, ndo sdo necessarias diluicBes, dispensando o uso de reagentes ultrapuros, 0s quais
muitas vezes possuem um alto custo, deste modo, 0 método torna-se menos custoso e muito
mais seguro (SILVA et al., 2005).

2.6 A Espectrometria de absor¢do atémica de alta resolucao com fonte continua (HR-CS
AAS)

Os equipamentos de AAS convencionais constituidos por fontes de linha eram a
Unica opcdo existente até meados dos anos 2000, estes instrumentos apresentam vantagens
como: i) ter um custo relativamente baixo, por requerer monocromadores de baixa resolucéo;
ii) possuir alta sensibilidade e seletividade devido ao uso da fonte de linha especifica e o
principio da modulacdo; iii) apresentar reducdo da ocorréncia de interferéncias espectrais pela
baixa probabilidade de ocorrer sobreposi¢cdo de linhas de outros elementos. No entanto,
também apresentam algumas limitacdes: i) necessidade de uma lampada para cada analito, o
gue juntamente com a reduzida vida Gtil, acabam por comprometer a técnica; ii) caracteristica
monoelementar; iii) pouca informagdo disponivel do ambiente espectral, devido a absorcéo
ser medida em intervalos espectrais pequenos (WELZ, SPERLING, 1999).

Dentro deste contexto, surgiu a espectrometria de absorcdo atdmica de alta resolucao
com fonte continua (HR-CS AAS, do inglés “High Resolution Continuum Source Atomic
Absorption Spectrometry”), que teve seu primeiro espectrdmetro comercializado no ano de
2004 pela empresa alemd Analytik Jena (Jena, Alemanha). A HR-CS AAS trouxe novas
expectativas para a técnica de AAS, como a possibilidade de alcangar melhores niveis de
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precisdo e limites de deteccdo, devido a maior intensidade de radiacdo da lampada de arco-
curto de xenonio de alta pressdo operando em modo hot spot, a qual emite radiacdo numa
faixa continua de 190 nm a 900 nm. A lampada oferece, quando comparada as ld&mpadas de
catodo oco, uma intensidade de emissdo de cerca de 1 a 3 ordens de magnitude maior
(BORGES et al., 2005).

A radiacdo, apds ser emitida e passar pelo atomizador é dirigida a um monocromador
duplo de alta resolucdo denominado DEMON (Double-Echelle Monochromator), que fornece
a alta resolucdo do intervalo espectral selecionado, o qual incidird em um prisma, que
selecionara o espectro de interesse em uma rede de difracdo echelle (Figura 1) (BORGES et
al., 2005; WELZ et al., 2005).

Ap0s, a radiacdo emitida e transmitida, atinge o detector, que é constituido por um
arranjo linear de dispositivos de carga acoplada (CCD), operando com 588 detectores
independentes, possibilitando assim toda visualizacdo do ambiente espectral no qual a linha
analitica estd contida, ou seja, a combinacdo da alta resolu¢cdo do monocromador com a
capacidade do detector permite a adicdo de uma terceira dimensdo aos resultados: o
comprimento de onda. Nos equipamentos convencionais, € possivel avaliar apenas a
absorvancia versus tempo, com a adicdo da terceira dimensdo, torna-se possivel monitorar
simultaneamente mais de um comprimento de onda, desde que estejam no mesmo intervalo
espectral e também, aumentar ou reduzir a sensibilidade analitica, por meio da escolha do
namero de pixels avaliados, que constituem as unidades fotossensiveis do detector,
possibilitando assim, a flexibilizacdo dos parametros de mérito. Ademais, conta com um
software que permite o processamento total dos dados apds a leitura e também, correcao
automatica para eventos continuos, uma vez que, todos os pixels sdo iluminados e lidos
simultaneamente, somente alguns deles sdo utilizados para medir absorcdo atdmica, por isso,
os pixels restantes, podem ser utilizados para efetuar correcdes de eventos continuos e
flutuacbes na ldampada. Além disso, apresenta a possibilidade de uso de linhas secundarias,
sem perdas de precisdo e diminui¢do das interferéncias espectrais (BORGES et al., 2005;
WELZ et al., 2005).

Outra vantagem inerente a técnica, é a corre¢do de interferéncias moleculares com
estruturas rotacionais finas, as quais, nenhum corretor de fundo utilizado na LS AAS
consegue corrigir. Na HR-CS AAS este tipo de fundo pode ser corrigido por meio do uso do
algoritmo de minimos quadrados (LSBC, do inglés Last square background correction), o
qual consiste na criacdo de um espectro de referéncia, utilizando um composto puro, o qual

sera armazenado e deduzido do espectro da amostra (WELZ et al., 2005).
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Figura 1: Representacdo esquematica de um espectrometro de absorcao atbmica de
alta resolucdo com fonte continua (HR-CS AAS). Sendo: (1): lampada de arco curto de Xe;
(2,3) espelhos elipsoidais focalizadores; (4) atomizador (chama ou forno de grafite); (5) fenda
de entrada; (6) espelhos parabdlicos; (7) prisma; (8) fenda intermediaria ajustavel; (9) rede
echelle e (10) detector CCD. (Adaptado de Borges et al., 2005)

A HR-CS AAS permite a realizacdo de andlises multielementares, pois todas as
linhas analiticas de todos os elementos estdo disponiveis na fonte de radiacdo primaria, este
tipo de andlise pode ocorrer em trés diferentes situacdes: i) os analitos possuem linhas
analiticas proximas que aparecem dentro do mesmo intervalo espectral coberto pelo detector
CCD e volatilidades semelhantes. Neste caso, a analise é considerada simultanea, visto que
dois ou mais analitos sdo atomizados juntos e tém seu valor de absorvancia registrado
simultaneamente; ii) os analitos possuem linhas analiticas proximas, mas volatilidades
diferentes. Nesta situacdo, também considerada como analise simultanea, aplica-se duas
etapas de atomizacao, assim cada elemento tera sua absorvancia registrada nas respectivas
temperaturas de atomizagdo otimizadas; iii) os analitos apresentam volatilidades diferentes e
linhas analiticas distantes, ou seja, as linhas analiticas ndo aparecem no mesmo intervalo
espectral coberto pelo detector CCD. Neste caso, a determinacdo e sequencial, empregando
condicBes otimizadas para cada um, além da troca de linha analitica entre os dois ciclos de
atomizacdo (WELZ et al. 2005; WELZ et al, 2014).

Deste modo, a realizacéo de andlises simultaneas requer alguns requisitos, tais como,
as linhas analiticas dos elementos analisados serem proximas, ou seja, estarem na mesma

janela espectral, pois o instrumento permite 0 monitoramento de aproximadamente 1 nm do
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espectro e a diferenca de sensibilidade entre as linhas analiticas precisa ser proporcional a
taxa de concentracdo dos analitos nas amostras, a fim de que seja possivel detectar o analito
na linha de menor sensibilidade (GOMEZ-NIETO et al., 2013; RESANO et al., 2011; dos
SANTOS et al., 2009).

Analises diretas e simultaneas utilizando a HR-CS SS-GF AAS ja foram aplicadas
em alimentos como farinhas, para a determinacéo de Cu e Fe por dos Santos et al. (2016), em
vinhos, para a determinacdo de Mo e Ni por Boschetti et al. (2014) e a determinagdo
simultanea de Ni e Fe utilizando parametros similares aos utilizados neste trabalho, foi
aplicada apenas para a realizacdo de um estudo em amostras bioldgicas, como os liquens por
Gomez-Nieto et al. (2013) e em fluoropolimeros por Soares et al. (2016).

Levando em consideracdo que nédo foi encontrado nenhum estudo utilizando a HR-
CS SS-GF AAS em vegetais pertencentes a familia Solanaceae e considerando a grande
importancia destes vegetais, justifica-se a relevancia da realizacdo de uma pesquisa focada

neste assunto.

3 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo principal, o desenvolvimento de métodos
analiticos confiaveis, rapidos e aplicaveis a analise de rotina para determinacéo de Cd, Cr, Cu,
Ni e Fe em amostras de vegetais da familia Solanaceae, cultivados pelo método convencional
e organico, utilizando HR-CS SS-GF AAS. Os vegetais escolhidos foram: pimentdo verde,
vermelho e amarelo, tomate, batata, berinjela, pimenta e physalis. Para tanto, foram tracadas

as seguintes metas:

i) Investigacdo sistematica para otimizacdo e estabelecimento de métodos analiticos para a
determinacéo de elementos traco usando HR-CS GF AAS via anélise direta de sélidos;

ii) Estudo da possibilidade de emprego de modificadores quimicos para a estabilizacdo
térmica dos elementos;

iii) Estabelecimento dos pardmetros de mérito para os métodos desenvolvidos. A verificacdo
da exatiddo ser realizada usando-se materiais de referéncia certificados;

iv) Aplicacdo dos métodos desenvolvidos para a quantificagdo dos elementos Cd, Cr, Cu, Ni e
Fe nas diferentes amostras cultivadas de modo convencional obtidas em mercados da cidade
de Porto Alegre e em amostras cultivadas de modo organico, obtidos em feiras organicas,
além da aplicacdo de testes estatisticos nos resultados;
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v) Comparar os resultados encontrados com o valor maximo estabelecido conforme
legislacBes especificas;
vi) Desenvolver estudos que resultem em artigos cientificos em periddicos indexados e

comunicagdes em congressos nacionais e internacionais.

4 METODOLOGIA

Para a realizacdo das medidas foi utilizado um espectrometro de absor¢do atbmica de
alta resolucdo com fonte continua com forno de grafite, modelo ContraAA 700 (Analytik Jena
AG, Jena, Alemanha). Todos os experimentos foram realizados utilizando tubos de grafite
recobertos piroliticamente para amostragem solida (Analityk Jena, Part No. 407-A81.303) e
plataformas de grafite para amostragem sélida (Analytik Jena, Part No. 407-152.023).

As amostras foram diretamente pesadas na plataforma de grafite usando micro balanca
modelo M2P (Sartorius, Goéttingen, Alemanha). As plataformas foram inseridas no
atomizador com o auxilio de pincas pré-ajustadas, modelo SSA6 (Analytik Jena AG, Jena,
Alemanha). Foi utilizado argdnio (99,996%, White Martins, So Paulo, Brasil) como gas de
purga e protecdo com fluxo de 2,0 L mint durante todas as etapas, exceto durante a
atomizacdo. A absorvancia integrada (area do pico) foi utilizada exclusivamente para a
avaliacdo do sinal.

Foi utilizada agua ultrapura, obtida a partir de um sistema de purificacdo de agua
Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA), em todos os experimentos, assim como padrdes e
reagentes de grau analitico. Todos os frascos e vidrarias foram mantidos em banho de &cido
nitrico 1,4 mol L por 24 horas e enxaguados com agua deionizada antes de sua utilizagdo. Os
padrdes aquosos e modificadores utilizados foram colocados diretamente na plataforma com o
auxilio de micropipetas com pontas descartaveis.

A calibracdo dos métodos foi realizada utilizando-se solucGes padrdo aquosas. Os
pardmetros de mérito como o limite de deteccdo (LOD, do inglés “Limit of Detection”),
consiste na quantidade minima detectavel com uma dada certeza analitica e o limite de
quantificacdo (LOQ, do inglés “Limit of Quantification”), definido como a menor massa ou
concentracdo do analito que pode ser determinada quantitativamente, com um risco de erro
inferior a 5%. O LOD e o0 LOQ foram obtidos, respectivamente, através das Equacbes 1 e 2. A
massa caracteristica (mo), que corresponde a massa de analito necessaria para produzir um

sinal de absorvancia integrada de 0,0044 s, que corresponde a 1% de absorcdo, foi obtida por
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meio de uma regra de trés (relacionando um dos padrGes da curva de calibracdo com a
absorvancia integrada de 0,0044 s) (IUPAC, 1997).

5 30 . 100
Equacdo 1: LOD = 3 Equacéo 2: LOQ = ~

Considerando o, 0 desvio padréo de dez medidas do branco, obtidas por meio da
técnica de “resposta de massa zero”, a qual € feita realizando-se medidas da plataforma vazia
ou contendo apenas o modificador quimico utilizado e S representa o coeficiente angular da
curva de calibracdo. Para obtencdo dos LOD e LOQ em valores relativos, foi utilizado o
principio de massa maxima empregada (WELZ, SPERLING, 1999).

As amostras de vegetais cultivados de maneira convencional e orgéanica foram:
pimentdo verde, vermelho e amarelo, tomate, batata, pimenta, berinjela e physalis. Os
vegetais convencionais foram obtidos em mercados e 0s vegetais organicos (todos contendo
selo de certificagdo orgénica) foram adquiridos em feiras organicas, todos estabelecimentos
localizados na cidade de Porto Alegre/RS. Foram recolhidos 3 exemplares de cada espécie de
vegetais (totalizando 48 amostras), oriundos de diferentes locais, a fim de verificar se as
concentracdes apresentariam variacdo, se submetidas a diferentes ambientes de cultivo.

Como preparo de amostra, 0s vegetais adquiridos foram mantidos sob refrigeracdo e
manipulados no laboratério de Quimica Analitica da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul. No momento do preparo das amostras os vegetais foram lavados com agua deionizada,
porcionados com o auxilio de uma espatula de ceramica, colocados em placas de Petri e
congelados. Apds estarem completamente congelados, foram liofilizados por 24 horas em um
liofilizador marca Model ModulyonD (Thermo Electron Corporation, EUA). Apds a
liofilizacdo, os vegetais foram moidos em micro moinho A-11 Basic (IKA-Werke, Staufen,
Alemanha). Foram utilizados 3 ciclos de moagem, com duracdo de 15 s cada e intervalo de 5
min ap6s cada ciclo, com o propdésito de resfriar o0 motor do moinho, evitando danos ao
aparelho. Em seguida, as amostras de pimentdo, pimenta e physalis foram colocadas em uma
estufa a 60 °C, durante 1 hora e moidas em um gral de agata, a fim de diminuir ainda mais o
tamanho de particula. Apos isso, as amostras foram peneiradas em malha de poliéster de 200
KM, armazenadas em tubos plasticos e mantidas em um dessecador até 0 momento da anélise.

Os materiais de referéncia certificados utilizados para otimizacdo e validacdo dos
métodos, foram NIST 1570a Spinach leaves, para a determinacdo de Cd e Cu; CTA-VTL-2
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Virginia Tobacco leaves, para a determinacdo de Cr e NIST 1573a Tomato leaves, para a

determinacéo de Ni e Fe.
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5. ARTIGOS CIENTIFICOS

5.1 Artigo 1

Titulo: Determination of cadmium, chromium and copper in vegetables of the
Solanaceae family using high-reslution continuum source graphite furnace atomic
absorption spectrometry and direct solid sample analysis. Publicado na revista
Analytical Methods, volume 9, paginas 329-337, em 2016.

Destaques

A técnica HR-CS SS-GF AAS foi utilizada para a determinacdo de Cd, Cre Cu
em vegetais da familia Solanaceae.

Foram analisadas amostras de piment&o verde, vermelho e amarelo, tomate,
batata, berinjela, pimenta e physalis, cultivados pelo sistema convencional e
organico de produgéo.

Os métodos desenvolvidos priorizam o minimo uso de reagents e preparo de
amostra, além disto, solucdes padrdo aquosas foram utilizadas para calibracao.

Algumas amostras apresentaram concentracGes acima dos limites estabelecidos
por legislacOes especificas para Cd, Cr e Cu.
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Three methods have been developed for the determination of cadmium, chromium and copper in
vegetables of the Solanaceae family, such as bell pepper, physalis, eggplant, potato, tomato and red
pepper, cultivated in conventional and organic farming systems. The samples were lyophilized, milled
and the particle size was controlled using a 200 um polyester sieve. The determination was established
using a high-resolution continuum source graphite furnace atomic absorption spectrometer and direct
solid sample analysis. The analytical lines at 228.802 nm, 357.869 nm and 327.396 nm were used for Cd,
Cr and Cu, respectively. Pyrolysis and atomization temperatures were optimized for all target elements.
The calibration curves were obtained with aqueous standard solutions. The characteristic masses
obtained were 0.42 pg, 2.7 pg and 19 pg for Cd, Cr and Cu, respectively. The trueness of the methods
was confirmed by the analysis of certified reference materials. The concentrations in the vegetables were
between 0.78-300 pg kg~* for Cd, 0.063-1.05 ug g~ * for Cr and 4.5-18.4 ng g~ for Cu. Some samples
presented analyte concentrations above the maximum permitted by legislation. The proposed methods
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1. Introduction

Grouping vegetables into their botanical families is useful as
closely related plants within a family often share both similar
cultural requirements and the same or similar pest and disease
problems. Recognizing botanical families is of great importance
because adequate and effective crop rotation (alternating
planting families) prevents pests acting on subsequent crops.*
In this work the Solanaceae family is highlighted, which
comprises bell pepper, tomato, potato, physalis, eggplant,
pepper, and others. These vegetables are much appreciated
because they account for a large amount of nutrients, such as
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considerably the sample manipulation and/or dilution.

vitamins and minerals.”? With the growing demand for healthy
foods, vegetable consumption also increases; therefore a high
agricultural production is required. Basically, there are two
forms of crops: (i) conventional one, on which fertilizers and
pesticides are applied;® and (ii) organic cultivation, in which
biological processes replace technological inputs as synthetic
fertilizers and/or pesticides. Fertilizers have essential nutrients
for plant growth such as macronutrients (N, P, K, S, Ca and Mg)
and micronutrients (Cu, Fe, Zn and Mo);* pesticides are also
widely used and both together ensure good crops. As a result, in
Brazil, conventional production moves an annual average of 15
million tons of vegetables with a total wholesale value of US$ 2.6
billion,” while the organic market moves around US$ 0.5
billion.*

Although conventional crops are more widespread, it is
necessary to take into account that they make use of synthetic
fertilizers that could contain potentially toxic metals such as Cd,
Cr, Tl and Pb,”® and pesticides. Consequently, the form of
agricultural origin food crop can affect their chemical compo-
sition. There are few studies reported in the literature
comparing the metal concentration in products from organic
and conventional cultivation. Karavoltosos et al.’® studied the
elements Cd and Pb in conventional, certified and uncertified
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organically grown foodstuffs. They analyzed different foods,
among them vegetables such as potato, green bell pepper,
tomato and eggplant. It was observed that in the 52 kinds of
foodstuffs and beverages analyzed, mostly, organic products
had lower concentrations of Cd and Pb, compared to conven-
tionally grown ones. However, products marketed as organic,
but not certified by legislation, presented higher levels of Cd
and Pb than conventional and certified organic products. Ara-
Ujo et al.** investigated the physico-chemical composition and
pesticide residues in conventional and organic peppers, lettuces
and tomatoes. Variations were found related to mineral and
heavy metal concentrations. Therefore, heavy metals cannot be
eliminated taking into account only the production system. Ili¢
et al.® studied the differences in the heavy metal and nitrate
contents in organic and conventional varieties of tomatoes. The
vegetables were oven dried, ground and digested ina 1 : 3 HNO;
and HCI] mixture. According to the study, organically grown
tomatoes had lower concentrations of Pb, Zn, Cu and Ni and
about 30-40% less nitrates. However, the predominant influ-
ence on the amount of heavy metals and nitrates would be the
tomato species and not the cultivation system. Baranski et al.*®
systematically reviewed 343 articles published between 1992
and 2011 involving the influence of organic and conventional
farming on the concentration of antioxidants, minerals, heavy
metals, and pesticide residues. It was observed that for poten-
tially toxic metals and pesticides, the analysis detected
a tendency that the Cd concentration in organic crops was
lower, however, when cereals, vegetables and fruits were
analyzed separately, significant differences were found only for
cereals. For As and Pb, no differences were detected between the
organic and conventional farming systems. With respect to the
presence of pesticide residues, conventionally grown plants had
about four times more pesticides than organically grown ones.
Fruits were found to have a higher frequency of pesticide
contamination than vegetables. For other minerals, organically
grown crops have lower amounts of Mn, Cr and Sr and higher
concentrations of Zn, Ga, Mg, Mo and Rb.

In order to monitor the metal concentration in vegetables,
different analytical techniques can be employed, such as:
graphite furnace atomic absorption spectrometry (GF AAS),
hydride generation atomic fluorescence spectrometry (HG AFS),
inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP
OES), flame atomic absorption spectrometry (F AAS) and
inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS). Kar-
avoltosos et al.*® used GF AAS for the determination of Cd and
Pb in conventional, certified and uncertified organically grown
foodstuffs. The samples of cereals, meat, eggs, dairy products,
oils and vegetables were subjected to digestion on a hot plate
overnight before the analysis. Chen et al.** determined Cd, Pb,
As and Hg in samples of fruits, meat, and seafood. The samples
were subjected to microwave-assisted acid digestion using nitric
acid. Cd and Pb were determined by GF AAS and As and Hg by
HG AFS. Santos et al.*® applied ICP OES for the determination of
Cd, Pb, Cu, Zn, Cr, Ni and Al in bread and vegetable samples
after an acid mineralization procedure in a digestor block.
Aragjo et al.** investigated the elements Cu, Cr, Fe, K, Mg, Mn,
Na, Cd, Ni and Pb in organically and conventionally grown
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peppers, lettuces and tomatoes. The samples were subjected to
a standard method (AOAC, 2000 and 975.03B) using F AAS. ICP-
MS was used for the determination of Cd and Pb in fruits and
vegetables; the sample pretreatment applied was microwave-
assisted digestion with nitric acid and hydrogen peroxide.'®
Most of these techniques involve sample digestion procedures
that might introduce systematic errors due to contamination,
incomplete analyte extraction or solubility and are also time-
consuming.'”*®

Prioritizing minimum reagent consumption and the reduc-
tion of sample manipulation, direct solid sample (SS) analysis
with GF AAS is being increasingly used for the determination of
trace elements.”>" This technique presents other advantages:
(i) faster analysis; (ii) reduced risk of contamination and analyte
losses; (iii) higher sensitivity since samples are not diluted; (iv)
a smaller amount of sample is required; (v) the use of corrosive
or hazardous reagents is avoided or reduced.”*** On the other
hand, the main limitations of direct SS analysis were for a long
time considered to be the higher risk of spectral interference
and the difficulty to find appropriate standards for calibration.
However, it is well established that aqueous standard solutions
can be employed when all the steps of the graphite furnace
temperature program and chemical modifiers are carefully
optimized. These measures also help to reduce spectral inter-
ferences. Moreover, the introduction of high-resolution
continuum source graphite furnace atomic absorption spec-
trometry (HR-CS GF AAS) has further simplified direct SS anal-
ysis. This technique uses a linear charge-coupled device (CCD)
array detector, a high-intensity xenon short-arc lamp and
a high-resolution double monochromator, offering an efficient
background correction. It also makes possible three-dimen-
sional viewing of the environment of the analytical line and
reaching better limits of detection (LOD).>*?*

The goal of this work was to develop analytical methods for
the determination of Cd, Cu and Cr in vegetables of the Sol-
anaceae family (bell pepper, potato, tomato, physalis, pepper
and eggplant) cultivated in conventional and organic farming
systems, using HR-CS GF AAS and direct SS analysis. The
possibility of using calibration with aqueous standard solutions
was studied, and to confirm the trueness of the method, certi-
fied reference materials were analyzed.

2. Experimental
2.1. Instrumentation

All measurements were carried out using a Model contrAA 700
high-resolution continuum source atomic absorption spec-
trometer (Analytik Jena, Jena, Germany) equipped with a xenon
short-arc lamp with a nominal power of 300 W, operating in
a hot-spot mode. The double monochromator (prism and
echelle grating), combined with a CCD array detector with 588
pixels, gives a high-resolution to the technique. The primary
analytical lines were used for Cd (228.802 nm) and Cr (357.869
nm) and for Cu the secondary absorption line at 327.396 nm
(45% relative sensitivity) was used. The integrated absorbance
(Aine) of Cd and Cr was measured using the center pixel £1 and,
for Cu only the center pixel was used.
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All experiments were carried out using SS graphite tubes
without a dosing hole (part number: 407-A81.303, Analytik Jena)
and SS graphite platforms (part number: 407-152.023, Analytik
Jena), both pyrolytically coated. An M2P microbalance (Sarto-
rius, Gottingen, Germany) was used for weighing the samples
directly onto the SS platforms. A pre-adjusted pair of tweezers,
which is part of the SSA 6 manual solid sampling accessory
(Analytik Jena) was used to transfer the SS platforms to the
atomizer. Argon (99.996%, White Martins, Sdo Paulo, Brazil)
was used as the purge and protective gas throughout. Since it is
not possible to weigh and introduce always the same sample
mass into the graphite furnace, the A;,,, values were normalized
for an adequately defined mass, which varied for each sample.
Aqueous standard solutions and chemical modifier solutions
were injected manually onto the SS platform using micropi-
pettes with disposable tips.

2.2. Reagents, analytical solutions and samples

All reagents were of analytical grade. High-purity deionized
water, purified in a Milli-Q system (Millipore, Bedford, USA),
and nitric acid (Merck, Darmstadt, Germany), purified by sub-
boiling distillation in a quartz still (Kiirner Analysentechnik,
Rosenheim, Germany), were used to prepare all solutions.
Calibration solutions were prepared in deionized water with
0.5% (v/v) HNO; by serial dilution of the stock solutions with
1000 mg L™ " Cd, 1000 mg L ™" Cr and 1000 mg L™ " Cu, all from
Specsol (Brazil). For Cd, a modifier solution containing 0.05%
(m/v) PA(NO3), + 0.03% (m/v) Mg(NO3), was prepared by dilu-
tion of 10 g L' Pd(NO;), and 10 g L™ " Mg(NO3), stock solutions
(Merck).

The conventionally grown vegetables (red, yellow and green
bell pepper, red pepper, physalis, potato, tomato and eggplant)
were obtained from local markets and the organically grown
vegetables were obtained from local farms. For each type of
vegetable three samples from three different locations were
collected.

The samples were portioned with the help of a plastic
spatula, placed in Petri dishes, and lyophilized for 24 hours
using a freeze dryer Model ModulyoD (Thermo Electron
Corporation, USA). Then, the samples were milled with a micro-
mill Model A-11 Basic (IKA-Werke, Staufen, Germany) and
sieved through a 200 um polyester sieve. The samples were kept
in a desiccator until they were analyzed. It should be stressed
that this kind of sample preparation is kind of standard for any
kind of vegetable or plant analysis in general, as all analytical
results are reported based on ‘dry weight’. Only in the case of
direct SS analysis is this the only pretreatment necessary,
whereas in all other cases, such as acid digestion, alkaline
fusion etc. additional reagents have to be added with the risk of
contamination, additional equipment has to be used and more
time is involved in the additional treatment, which might also
include the risk of losses of the analyte.

In order to verify the trueness of the methods, for Cd and Cu,
a certified reference material (CRM) of Spinach Leaves (NIST
SRM 1570a) was used and for Cr the CRM CTA-VTL-2, Virginia
tobacco leaves.
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Table1 Graphite furnace temperature program for the determination
of Cd, Cr and Cu in vegetables of the Solanaceae family by HR-CS SS-
GF AAS

Ramp  Hold time Gas flow rate
Stage Temperature (°C)  (°Cs™") (s) (L min™?)
Drying 1 90 3 20%% 107 2
Drying 2 110 5 10 2
Pyrolysis 1000% 1700% 1100° 300 10% 5% 2
Atomization 1500% 2600% 2400° 3000 9%c; gb 0.1%%; 1¢
Cleaning 2450%¢ 2650” 1000 1% 8% 65 2

@cd.?cr. ¢ cu.

2.3. Procedure

The green bell pepper sample was used for method optimiza-
tion. Aliquots between 0.009 and 0.8 mg (Cd), 0.05-1 mg (Cr)
and 0.01-0.2 mg (Cu), depending on the analyte concentration,
were weighed directly onto the SS platforms and transferred to
the graphite furnace as described in Section 2.1. The Pd + Mg
modifier was used only for Cd determination; in this case, the
sample was first weighed onto the SS platform and then 10 pL of
0.05% (m/v) Pd(NO3), + 0.03% (m/v) Mg(NO3), chemical modi-
fier solution (corresponding to 5 pg Pd and 3 pg Mg) was added
over the sample, and the platform was inserted onto the
graphite furnace and subjected to the heating program pre-
sented in Table 1. For Cu measurements, due to its high
concentration in the samples, a minimum gas flow rate was
employed in the atomization stage (Table 1). Each sample was
analyzed at least five times. Calibration curves have been
established using 8 solutions between 0.2 and 6.0 ug L™" (2-60
pg) for Cd, 9 solutions between 3.0 and 50 pug L™* (0.03-0.5 pg)
for Cr and 8 solutions between 50 and 400 pg L™* (0.5-4 ng) for
Cu.

3. Results and discussion
3.1. Cadmium

3.1.1. Mass of chemical modifier for Cd. For volatile
elements such as Cd, the presence of chemical modifiers is
important to provide thermal stabilization at higher pyrolysis
temperatures, in order to achieve proper matrix elimination.>®
For this study, the universal chemical modifier (Pd + Mg) was
chosen due to the good results already achieved.””*®* The
chemical modifier was pipetted onto the solid sample on the
platform. The mass of chemical modifier has been optimized
using aqueous standard solution, NIST SRM 1570a and the
green bell pepper sample. For this purpose, the following
masses of chemical modifier were investigated: (i) without
modifier; (ii) 5 ug Pd and 3 pg Mg; (iii) 10 ug Pd and 6 pg Mg and
(iv) 20 png Pd and 12 pg Mg. The results are shown in Fig. 1.

The presence of the chemical modifier resulted in a signifi-
cant increase in sensitivity for the green bell pepper sample and
the NIST SRM 1570a, however higher masses of the modifier
caused a decrease of A;,. values. For the standard solutions the
Ajne values without a chemical modifier were slightly higher
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Fig. 1 Study of Pd-Mg chemical modifier masses for Cd: (Hl) 8.0 pg
Cd aqueous solution; (A) integrated absorbance normalized for
0.1 mg of green bell pepper; (O) integrated absorbance normalized for
0.01 mg of CRM NIST 1570a Cd. Tpy,: 800 °C/T,.: 1600 °C.

than those obtained with 5 pg Pd and 3 pug Mg, but it was also
observed that the peak shape improved in the presence of the
modifier. Thus, considering this and the significant increase in
sensitivity for the sample and CRM, 5 pg Pd and 3 pg Mg were
chosen as optimum modifier masses and it was used in all
further experiments for Cd.

3.1.2. Optimization of the temperature program. The
pyrolysis curves (Fig. 2) were obtained using an atomization
temperature of 1600 °C, recommended by the instrument
manufacturer, and a mixture of 5 pg Pd and 3 ug Mg as the
chemical modifier. The investigation was performed using the
aqueous standard solution of Cd and the green bell pepper
sample. The curves for the aqueous standard solution and the
sample are very similar; the temperatures that provided the
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Fig. 2 Pyrolysis (B ) and atomization (@ O) curves for Cd: (R @)
8.0 pg Cd in aqueous standard solution; (1 O) integrated absorbance
normalized for 0.1 mg of green bell pepper. T,: 1600 °C and Tp,,: 1000
°C. Chemical modifier: 5 pg Pd + 3 ng.
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highest sensitivities were between 1000 °C and 1200 °C, where
there is a kind of plateau. Considering that there was no spec-
tral interference, the temperature of 1000 °C was chosen. The
optimized pyrolysis temperature of 1000 °C is higher than that
of 600-700 °C, normally found with Pd-Mg as the chemical
modifier.”*7°

Fig. 2 shows also the atomization curves of Cd for an
aqueous standard solution and the green bell pepper. The
atomization curves were obtained using the previously opti-
mized pyrolysis temperature of 1000 °C, and 5 pg Pd and 3 pg
Mg as the chemical modifier. For the aqueous standard solu-
tion, temperatures between 1400 °C and 1600 °C presented
similar 4;,, values; however, at 1400 °C a very broad peak was
obtained. For the green bell pepper, the highest 4;,, values were
obtained at 1400 °C and 1500 °C and, at 1600 °C the signal
decreased. As the temperature of 1500 °C presented the highest
Ain values, it was chosen as optimum. This result is in agree-
ment with that reported by others.”*”

3.2. Chromium

No chemical modifier was investigated for Cr, as it is well
established that Cr presents high thermal stability.*>** For the
determination of Cr, pyrolysis curves were established with an
aqueous standard solution and the green bell pepper using an
atomization temperature of 2500 °C. As can be seen in Fig. 3, the
sample and standard presented very similar thermal behavior:
the Aj, values increase with temperature, reaching a maximum
at 1700 °C. This temperature was used to establish the atom-
ization curves for the aqueous standard solution and the
sample, which are also shown in Fig. 3.

The highest A;,, values were obtained at 2600 °C for both the
aqueous standard and sample. Moreover, at this temperature,
the peak profiles were more symmetrical, and for the sample,
the RSD was lower than that at 2500 °C, while for the aqueous
solution they were very similar at both temperatures (RSD < 3.5).
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Fig.3 Pyrolysis (ll J) and atomization (@ O) curves for Cr: (H @) 0.1
ng Cr in aqueous standard solution; ((JO) integrated absorbance
normalized for 0.1 mg of green bell pepper. T,: 2500 °C and T, 1700
°C.
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Thus, the optimized pyrolysis and atomization temperatures
chosen for chromium were 1700 °C and 2600 °C, respectively,
which are similar to those used by Virgilio et al.’* for deter-
mining Cr in medicinal plants (1500 °C and 2400 °C).

3.3. Copper

Due to the high concentration of Cu in the vegetables, the
secondary line at 327.396 nm with 45% sensitivity was used in
order to decrease the sensitivity of the method. Additionally,
only the center pixel was used to evaluate the analytical signal
and a minimum gas flow rate was employed in the atomization
stage.

For the determination of Cu, pyrolysis curves (Fig. 4) were
established with an aqueous standard solution and the green
bell pepper using an atomization temperature of 2300 °C;
pyrolysis temperatures between 700° and 1700 °C were investi-
gated. There was no significant variation in the A;,, values for
temperatures between 700 and 1100 °C and they decreased at
higher temperatures. The atomization curves for the aqueous
standard solution and the sample are also presented in Fig. 4. A
plateau was observed for temperatures between 2000 °C and
2400 °C; however, at 2400 °C better peak profiles and RSD values
were obtained. Souza et al** obtained very similar pyrolysis
(1300 °C) and atomization (2400 °C) temperatures for the
determination of Cu in phosphate fertilizers. The pyrolysis and
atomization temperatures of 1100 °C and 2400 °C, respectively,
have been chosen for all further experiments.

3.4. Influence of the sample mass

The influence of the sample mass, inserted into the graphite
tube, on the A;,; values of Cd, Cu and Cr was also investigated.
This study was carried out under the optimized conditions of
each element. For Cd a linear correlation (4, = 0.407m + 0.0141
(mg); R = 0.992) of Aj,, values and sample mass between 0.009
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Fig.4 Pyrolysis (ll [J) and atomization (@ O) curves for Cu: (l @) 1.0
ng Cu in agueous solution; (0 O) integrated absorbance normalized
for 0.05 mg and 0.1 mg of green bell pepper sample, respectively. T:
2300 °C and Ty, 1100 °C.
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and 0.8 mg was observed. For Cr, the correlation between A;,.
and the sample mass was linear (4, = 0.410m — 0.0214 (mg);
R =0.990) in the mass range from 0.05 to 1 mg and for Cu, there
was a linear correlation (4;, = 1.83m + 0.0425 (mg); R = 0.993)
between A;,¢ values and the sample mass between 0.014 and 0.2
mg. This means that for all elements linear correlations have
been found over a mass range of at least one order of magni-
tude. Higher masses than those cited for each element should
not be used, since there was a deviation from linearity.

3.5. Figures of merit

Calibration curves have been established for all analytes, as
described in Section 2.3. To calculate the limits of detection
(LOD) and quantification (LOQ) ten measurements of the blank
were carried out according to the “zero mass response” tech-
nique® for Cr and Cu; for Cd, the chemical modifier was used as
the blank. The LOD and LOQ for each analyte were calculated
as: three and ten times, respectively; the standard deviation of
those ten measurements of the blank divided by the slope of the
calibration curve. The characteristic mass (m,), is defined as the
mass of the analyte corresponding to an integrated absorbance
of 0.0044 s.** The results are listed in Table 2.

The characteristic masses found for Cd, Cr and Cu were in
agreement with those reported in the literature, as well as the
LOD values.?*?'3%3638 The LOD and LOQ of Cd and Cr are
comfortably lower than the maximum levels established by
legislation. The regulations of Mercosul* and the European
Union*® establish that the maximum limit of Cd allowed in
species of the Solanaceae family is 50 ug kg™ '. For Cr, the
National Food Safety Standard Maximum Levels of Contami-
nants in Food, from USDA (United States Department of Agri-
culture - Foreign Agricultural Service) establishes a maximum
level of 0.5 ug g~ * for vegetables.* For Cu, there is no specific
legislation but, the LOD and LOQ found in this work are much
lower than the maximum level of Cu in pickles of 15 pg g %,
established by ANVISA (National Health Surveillance Agency -
Brazil) - Resolution - CNNPA no. 13, July 15, 1977.*

The trueness of the methods was established analyzing
different CRMs. The SRM NIST 1570a Spinach Leaves were used
to establish the trueness of Cd and Cu methods and Virginia

Table 2 Figures of merit for the determination of Cd, Cr and Cu in
vegetables of the Solanaceae family by HR-CS SS-GF AAS and cali-
bration with aqueous standard solutions

Parameters cd Cr Cu

Linear regression A, = 0.0048 Ajne = 0.0075 Ajne = 0.0077
equation +0.0088m (pg) +1.4088m (ng) + 0.1652m (ng)
Correlation 0.9961 0.9973 0.9972
coefficient

LOD* 0.78 ng g " 2.5ng g " 0.15pg g '
LOQ* 2.6 ngg " 83ngg " 0.50 pg g "

my 0.42 pg 2.7 pg 19 pg

¢ Calculated for a sample mass of 0.8 mg, 1.0 mg and 0.2 mg for Cd, Cr
and Cu, respectively.
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Table 3 Determination of Cd, Cu and Cr in CRMs by HR-CS SS-GF
AAS

Certified

reference
Analyte material Certified value Found”
cd NIST 1570a  2.876 + 0.058 (ug kg™ ') 2.86 + 0.09 (ug kg™ )
Cu NIST 1570a  12.17 + 1.13 (pg g™ ) 12.2 £ 09 (ng g )
Cr CTA-VTL2 1.87 +0.16 (ng g ") 1.80 4 0.06 (pg g™ ")

% Results are expressed as mean + standard deviation (n = 5).

Tobacco leaves CTA-VTL-2 was used for Cr, as the former one
does not have a certified value for Cr. The CRM Spinach Leaves
was chosen because it presents the same mineral composition
as the analyzed vegetables and the tobacco leaves belong to the
Solanaceae family. The results obtained with the methods were
compared with the reference values, shown in Table 3, using the
Student's t-test. The tcpjtical Was 2.77 and the teajcutatea Was 2.20
for Cd, 1.13 for Cu and 2.60 for Cr, indicating that the found and
certified values are in agreement at a 95% confidence level. This
demonstrates that the proposed methods are providing accu-
rate results and vegetables of the Solanaceae family can be
directly analyzed without interference using calibration against
aqueous standard solutions.

This possibility of using aqueous standard solutions for
calibration is kind of symptomatic for the determination free of
spectral and non-spectral interferences and is quite common
for direct SS analysis, particularly when combined with HR-CS
GF AAS.**** The main contribution of HR-CS AAS in this case is
an improved correction for spectral interferences,*>*® including
a direct line overlap, which cannot even be detected in the case
of LS AAS.Y

The time-resolved absorbance spectra of Cd, Cr and Cu in
green bell pepper are shown in Fig. 5a-c. It can be observed that
there is no spectral interference in these spectra. Moreover, it
suggests that the developed methods might be applied in line
source instruments with less sophisticated background correc-
tion systems.

3.6. Application

The proposed methods were applied for the determination of
Cd, Cr and Cu in vegetables of the Solanaceae family, cultivated
in conventional and organic farming systems (48 samples), as
can be seen in Fig. 6-8. Individual results of the concentrations
of three samples of each vegetable, obtained from different
suppliers are shown in the ESI in Tables S1-S3.}

Fig. 6 presents the results for Cd in all the analyzed samples.
In general, vegetables cultivated in a conventional way, pre-
sented higher Cd concentrations than those from organic
farming. The highest Cd concentrations were found for
eggplant cultivated in a conventional and organic manner.
These values exceeded the limits established by Mercosul** and
European Union* of 50 pg kg™ . All pepper samples also pre-
sented Cd values above the maximum limits. Physalis and red
bell pepper presented the lowest concentrations of Cd.
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Fig. 5 Time-resolved absorbance spectrum in the vicinity of the (a)
228.802 nm analytical line for Cd; (b) 357.869 nm analytical line for Cr
and (c) 327.396 nm analytical line for Cu.

The results for Cr are shown in Fig. 7; the results ranged
from 0.063 pg g ' for organic tomato up to 1.1 pg g ' for
conventionally grown physalis, varying between the samples of

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2017


http://dx.doi.org/10.1039/C6AY02594C

Published on 23 November 2016. Downloaded by Universidade Federal do Rio Grande do Sul on 09/02/2017 18:00:18.

Paper
- 300
=
on
S
= i 7%
£ 200 %
= i
g i
=] 0
: |
= 100 0
: |
= 7 / %
7 w7 .
L Mol B A, |
S g S xO X9 N CJ &
QQ) () () oS » Q
FFTF &S
se“‘ Se‘ go“
¢ T

Fig. 6 Average cadmium concentration found in vegetables of the
Solanaceae family grown in three different locations each, using HR-
CS SS-GF AAS and comparing conventional (hatched bar) and organic
(gray bar) farming.
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Fig. 7 Average chromium concentration found in vegetables of the
Solanaceae family grown in three different locations each, using HR-
CS SS-GF AAS and comparing conventional (hatched bar) and organic
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the same plant and between those obtained from conventional
and organic farming. This could suggest that the Cr concen-
tration is more affected by the plant's ability to accumulate Cr
than by the cultivation manner.**** As shown in Fig. 7, various
vegetables presented Cr concentrations above the limits estab-
lished by USDA.*

Cu was the analyte that was present in the highest concen-
tration in the analyzed samples: 4.52-18.4 pg g ' (Fig. 8).
Because of these high concentrations, it was necessary to
decrease the sensitivity of the method, and for this purpose
a secondary line and only the center pixel were used to evaluate
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Fig. 8 Average copper concentration found in vegetables of the
Solanaceae family grown in three different locations each, using HR-
CS SS-GF AAS and comparing conventional (hatched bar) and organic
(gray bar) farming.

the signal. Moreover, the minimum gas flow rate was used in
the atomization stage. Taking into account ANVISA legislation®
which stipulates that the maximum level of Cu in pickles should
be 15 ug g '; only the green bell pepper, cultivated in
a conventional manner, exceeded this limit.

Analyzing the data, it is not possible to affirm that the
cultivation system significantly affects the concentration of Cd,
Cr and Cu in vegetables of the Solanaceae family. In the case of
Cd, as mentioned, organic vegetables, on average, did not
exceed the conventional vegetables. However, for Cr and Cu,
a considerable oscillation in their concentrations was observed,
and it was not possible to detect any kind of tendency. In the
case of Cu, this may be explained because certain compounds
containing Cu, can be applied in organic cultures.”® Neverthe-
less, similar results were observed by other authors. Kar-
avoltosos et al' studied the Cd and Pb contents in
conventional, certified and uncertified organic foodstuffs from
the Greek market. The results demonstrated that for the
majority of the products, Pb and Cd concentrations were lower
in organic products. The authors mention that the metal
content in the foodstuffs may be influenced by a variety of
environmental factors, related or not to agricultural practices,
such as metal pollution in the soil, atmosphere or even from
water used for irrigation. No significant differences in Cd and Pb
levels in lettuces were observed by Aradjo et al.,"* who studied
the mineral composition of tomatoes, peppers and lettuce
grown in organic and conventional systems. Organic peppers
and lettuce presented higher concentrations of Cr than the
conventional ones. For tomatoes, both conventional and organic
crops presented high levels of Cr and Cu. 1li¢ et al.**> found that
the growing method did not influence the concentration of Cd,
Cr and Co in all cultivars analyzed. Baranski et al,** who
analyzed the data from 343 articles, found some evidence that
Cd concentrations are lower in organically grown crops.
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In general, this study is consistent with the results obtained
in the previously mentioned studies, having a tendency to
present lower levels of Cd in organically grown vegetables and
large variations for Cr and Cu between the organic and
conventional systems. A wide variation in concentrations of all
analytes in the samples from the same species was also verified.
It is important to highlight that these samples were obtained
from different farms and may be subjected to different treat-
ments. This emphasizes that this kind of analysis can be
influenced by several factors, such as the soil background, the
different ability of plants to absorb these metals, proximity to
contaminated sites, water and application of synthetic and
organic fertilizers.

4. Conclusions

The three methods are fast, simple, sensitive and applicable to
routine analyses. It was demonstrated that the direct solid
sample analysis of vegetables using calibration against aqueous
standard solutions is viable. In this study, it can be seen that the
highest concentrations of Cd were found in eggplants, culti-
vated in a conventional and organic manner. On an average,
related to the Cd concentration, no organic vegetables sur-
passed conventional ones. For Cr, organic green pepper and
conventional physalis showed the highest values and for Cu,
green, yellow and red bell pepper, eggplant and physalis pre-
sented the highest values, ranging between conventional and
organic vegetables. The concentrations probably vary because of
the cultivation form, such as application of fertilizers and
pesticides, proximity to polluted areas, deposition by airborne
particles and the capacity of plants to absorb metals naturally
present in the soil. In the case of organic farming, the variations
might be due to the previous soil treatment before the conver-
sion to an organic system, the use of contaminated water or
application of wrong organic practices; for these reasons
organically grown vegetables also had high concentrations of
metals.
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Electronic Supplementary Information (ESI)

Tables S.1, S.2 and S.3 show the concentrations of Cd, Cr and Cu of three samples of
each vegetable (conventional and organic), which were obtained from different
suppliers.

Table S.1) Determination of Cd in vegetables of the Solanaceae family, cultivated in
conventional and organic system, by HR-CS SS-GF AAS using 5 pg Pd + 3 pg Mg as
chemical modifier.

(*)Results are expressed as mean + standard deviation (n=5)

33

Conventional / pg kg** Organic / pg kg'**
Vegetable
Samplel | Sample2 | Sample3 | Samplel | Sample2 | Sample 3
Green Bell pepper 374 38+3 55+ 2 35+3 38+3 39+3
Yellow Bell pepper | 11 +1 40+1 58 + 6 11+1 12+1 15+1
Red Bell pepper | 6.1+0.6 12+1 13+2 50+06 | 75+05 | 95+1
Tomato 30+3 726 78+4 19+1 32+1 38+4
Potato 14 +2 45+ 3 55+5 12+1 14+1 16 +2
Eggplant 54+2 273+ 31 301 + 33 156 +9 159 + 15 174+ 10
Physalis 52+06 | 53+06 | 84+08 | <LOQ <LOQ <LOQ
Red pepper 63+ 6 68 + 4 84+9 12+1 51+2 5242
LOQ=26ngg?



Table S.2. Determination of Cr in vegetables of the Solanaceae family, cultivated in

conventional and organic system, by HR-CS SS-GF AAS.

Vegetable

Conventional / pg g**

Organic/ pgg'*

Samplel | Sample2 | Sample3 | Samplel | Sample2 | Sample 3
Green Bell
0.23+0.01 ({0.33+0.03|0.88+0.09| 044+0.03 |0.71+0.03| 1.0+01
Pepper
Yellow Bell
Pepper 0.20+0.02 | 0.21+0.01 | 0.46+0.03 | 0.23+0.02 | 0.26 +£0.02 | 0.27 £0.02
Red Bell
Pepper 0.18+0.01 | 0.23+0.02 {0.34+0.01 | 0.33+0.03 | 0.65+0.07 | 0.67 £0.07
Tomato | 012+0.01 | 0.57 +0.03 | 0.89 + 0.08 o(.)oggsi 0.61+0.05 | 0.79+0.07
Potato 0.10+0.01|0.26+0.01 | 0.4+0.05 | 0.09+0.01 | 0.24+0.03 | 0.39+0.02
Eggplant 0.36 +0.03 [ 0.46+0.05|049+0.04| 016 +0.02 |0.17+0.01 | 0.33+0.04
Physalis 040+0.05[049+006| 11+01 | 0.15+0.02 | 0.20+0.02 | 0.57+0.05
Red pepper 0.42+0.04 | 0.49+0.06 | 061+0.06| 0.14+0.02 |0.26+0.02| 0.71+0.03

(*)Results are expressed as mean + standard deviation (n=5)
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Table S.3. Determination of Cu in vegetables of the Solanaceae family, cultivated in
conventional and organic system, by HR-CS SS-GF AAS.

Conventional / pg g**

Organic/ pgg'*

Vegetable Sample1l | Sample2 | Sample 3 | Sample 1 | Sample 2 | Sample 30
Green bell Pepper | 14+ 1 15+1 18+2 | 7.1+0.6 | 8.0+06 13+1
Yellow Bell
Pepper 6.4+05 | 89+07 | 13+1 | 6.2+05 | 7.5+0.7 11+1
Red Bell Pepper | 69+06 | 83+0.7 | 14+1 111 12+1 13+1
Tomato 45+04 | 4704 | 49+03 | 53+05 | 6.1+06 | 84+0.6
Potato 49402 | 5105 | 52+05 | 48+04 | 54205 | 6.2+0.6
Eggplant 6.9+06 | 12+1 13+1 | 52+05 | 12+1 14+1
Physalis 6.0+0.6 | 6.9+06 | 74+07 | 7.0+06 | 11+1 11+1
Red pepper 47+04 | 52+04 | 53+05 | 6.7+0.7 | 7407 | 88+0.8

(*)Results are expressed as mean + standard deviation (n=5)
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5.2 Artigo 2

Titulo: Simultaneous and direct determination of nickel and iron in vegetables of
Solanaceae family by high-resolution continuum source graphite furnace atomic
absorption spectrometry. Publicado na revista Microchemical Journal, volume 133,
paginas 162-167, em 2017.

Artigo aceito para publicacdo pela revista Microchemical Journal.

Destaques

e Neste trabaho foi proposto um método rapido e confiavel para a determinacao
simultanea de Ni e Fe usando HR-CS GF AAS.
e Foram analisados vegetais pertencentes a familia Solanaceae cultivados de

maneira organica e convencional.

e Aandlise direta de sélidos foi empregada por propiciar determinacdes rapidas e

com menores possibilidades de contaminagdes.

e Uma interferéncia molecular devido a molécula de SiO foi removida utilizando

algoritmo de minimos quadrados.
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ABSTRACT

A method has been developed for the simultaneous determination of Ni and Fe in vegetables of the Solanaceae
family (bell pepper, tomato, potato, eggplant, physalis, and red pepper) using high-resolution continuum source
graphite furnace atomic absorption spectrometry and direct solid sample analysis (HR-CS SS-GF AAS). The veg-
etables were cultivated using both conventional and “organic” farming. The samples were lyophilized, milled,
and the particle size was controlled using a 200 pm polyester sieve. The primary absorption line for Ni at
232.003 nm and a secondary line for Fe at 232.036 nm were used throughout the study. Pyrolysis and atomization
temperatures for both analytes were 1400 °C and 2500 °C, respectively. The molecular spectrum of SiO appeared
during atomization, and it was corrected using a least-squares algorithm. The calibration was carried out with
aqueous standard solutions. The characteristic masses for Ni and Fe were 95 pg and 340 pg, respectively. The
LODs of Ni and Fe were 0.02 ug g~ ' and 2 ug g~ !, and the LOQs were 0.06 pg g~ 'and 6 pg g~ !, respectively.
The accuracy of the method was confirmed by analyzing a certified reference material of tomato leaves (SRM
NIST 1573a). The concentrations of Fe were different for conventional and organic farming, whereas only one

group of organically grown vegetables had higher Ni concentrations than the conventionally grown.

© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Vegetables belonging to the Solanaceae family have great
importance because they account with approximately 90 genera and
3000-4000 species. These vegetables are widely used by humans as or-
namental plants, drugs and mainly for food, highlighting potato, tomato,
eggplant, bell pepper, peppers and physalis, among others [1]. Vegeta-
bles are appreciated because they contribute with many nutrients to
the human diet, such as macrominerals K, Mg, Na, P, and also contain
trace minerals, such as Cu, Cr, Fe, Mn, Ni, Zn [2,3].

Potentially toxic elements can enter the food chain from many
sources: application of pesticides, fertilizers, deposition from the air,
contaminated water, and vicinity of roads or industries [4-8]. Due to
the great economic importance of conventional vegetable production
in Brazil and the growing demand for organically grown products,
conducting studies to verify the concentration of metals in vegetables
has increased in importance [9,10].

* Corresponding author at: Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.
E-mail address: mgrvale@ufrgs.br (M.G.R. Vale).

http://dx.doi.org/10.1016/j.microc.2017.03.021
0026-265X/© 2017 Elsevier B.V. All rights reserved.

Iron is the fourth most abundant element on the earth crust, and it is
considered an essential element for humans. It acts as an oxygen trans-
porter and in the DNA synthesis. However, some species of Fe can be
toxic, forming activated oxygen species which can promote lipid,
protein or DNA molecules oxidation [11].

Nickel is used in metal alloys, pigments, plating, batteries, and as cat-
alyst. It is released to the environment during nickel mining, by trash in-
cinerators or burning oil. First, the element interacts to small particles of
dust that come in contact with water or soil by deposition, where it
strongly attaches to particles containing Fe or Mn. Further, it is absorbed
in the food chain through vegetables, which are the major source of ex-
posure to Ni. This exposure can cause allergic reactions, and, in higher
concentrations, it may cause stomach ache or adverse effects in blood
and kidneys [12].

Several techniques might be used for elemental determination in
vegetables, such as inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP OES) [13,14], ICP mass spectrometry (ICP-MS) [15],
flame atomic absorption spectrometry (F AAS) [16-21], graphite
furnace AAS (GF AAS) [22-24], and hydride generation atomic fluores-
cence spectrometry (HG AFS) [23]. The methods based on these tech-
niques [13-23] usually involve previous sample digestion and the use
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of high purity reagents. The sample preparation requires time, increases
cost, is more susceptible to contamination of samples, and dilutes the
analyte, which might be a challenge for trace element determination
[25,26].

GF AAS is quite attractive because it determines low levels of metal-
lic elements in a variety of materials; it has well-defined temperature
steps, providing elimination of interferers; and enables longer residence
times of the atoms in the atomizer, improving sensitivity [27]. GF AAS
makes possible using direct solid sample analysis (SS-GF AAS), which
works with reduced sample manipulation and a minimum of reagents.
These features provide less risk of contamination, higher analytical
frequency, reduce waste generation, and further improve sensitivity
[28,29].

High-resolution continuum source AAS (HR-CS AAS) has brought
great advantages for AAS due to a high-pressure xenon short-arc
lamp; a high-resolution double monochromator, consisting of a prism
and an echelle grating monochromator; and a linear charge-coupled de-
vice (CCD) array detector. The instrument operates with 588 indepen-
dent detectors, of which 200 are for analytical purposes. It visualizes
the spectral environment of the analytical line, approximately
4100 pm in the UV and + 250 pm in the visible region, providing
more information than conventional instruments. Moreover, HR-CS
AAS effectively corrects for interferences due to the absorption of
diatomic molecules, subtracting a reference spectrum using a least-
squares algorithm [27,30].

Another noteworthy feature of HR-CS AAS is the possibility of simul-
taneous determination of more than one analyte if their absorption lines
are within the spectral window reaching the detector. The sensitivity
should be adequate for the concentration of the analytes in the sample
and they must have a similar thermal behavior, allowing to establish
compromise conditions for the pyrolysis and atomization temperatures
[24,31,32].

Some studies report the simultaneous determination of Ni and Fe by
HR-CS AAS and direct solid sample analysis. Gdmez-Nieto et al. [24] an-
alyzed pine samples (Pinus sylvestris) and epiphytic lichen specimen,
and Soares et al. [33] studied their concentration in fluoropolymers.
However, there are no studies in the literature for the simultaneous de-
termination of Ni and Fe in vegetables using direct solid sample analysis
and high-resolution continuum source graphite furnace atomic absorp-
tion spectrometry (HR-CS SS-GF AAS). Based on this, the purpose of this
work has been the development of an easy and fast method, applicable
for routine analysis, for the simultaneous determination of Ni and Fe in
vegetables of Solanaceae family using HR-CS SS-GF AAS.

2. Experimental
2.1. Instrumentation

The measurements were carried out using a high-resolution
continuum source atomic absorption spectrometer model contra 700
(Analytik Jena AG, Jena, Germany), which is equipped with a high-in-
tensity xenon short-arc lamp operating in a hot-spot mode as a contin-
uum radiation source, a high-resolution double monochromator and a
CCD array detector. The spectrometer is equipped with a transversely
heated graphite tube atomizer and the platforms were introduced into
the graphite tube using a pair of pre-adjusted tweezers which are part
of the manual solid sampling accessory SSA 6 (Analytik Jena AG).

The wavelengths at 232.003 nm for Ni (100% relative sensitivity)
and 232.036 nm for Fe (1.4% relative sensitivity) were used for simulta-
neous determination. Atomic absorption was measured using three
pixels (CP £ 1), where the central pixel corresponds to the peak maxi-
mum for each analyte. All experiments were carried out with solid sam-
pling (SS) graphite tubes (Analytik Jena, part number: 407-A81.303)
and SS graphite platforms (Analytik Jena, part number: 407-152.023),
both pyrolytically coated. An M2P microbalance (Sartorius, Gottingen,
Germany) was used for weighing the samples directly onto the SS

platforms. After each measurement, the integrated absorbance was nor-
malized to a sample mass of 0.1 mg. The aqueous standard solutions
were injected manually onto the platform using a micropipette. Argon
99.996% (White Martins, Sdo Paulo, Brazil) was used as purge and pro-
tective gas during all temperature steps, except the atomization. The
graphite furnace heating program for the simultaneous determination
of Ni and Fe is shown in Table 1.

2.2. Reagents and solutions

Analytical grade reagents were used in all studies. Deionized water
with a specific resistivity of 18 MQ cm from a Milli-Q water purification
system (Millipore, Bedford, MA, USA) was used for the preparation of
standard solutions. Nitric acid (Merck, Darmstadt, Germany), used to
prepare the aqueous calibration solutions, was previously purified in a
quartz sub-boiling still (Kiirner Analysentechnik, Rosenheim, Germa-
ny). The Ni and Fe standard solutions were prepared by dilutions of
stock solutions of 1000 mg L™ for both analytes (Specsol, Brazil) with
addition of 0.014 mol L~ ! HNO;,

2.3. Samples and certified reference material

The conventionally cultivated vegetables (red, yellow and green bell
pepper, red pepper, physalis, potato, tomato and eggplant) were obtain-
ed from local markets and the organically grown vegetables from local
farms (total: 48 samples). Three samples from three different places
were collected for each type of vegetable.

The samples were washed with water, lyophilized for 24 h in a
freeze dryer Model ModulyonD (Thermo Electron Corporation, USA),
ground using a micromill A-11 Basic (IKA-Werke, Germany), and sieved
to <200 pm using a polyester sieve. Some vegetables (physalis, bell pep-
pers and pepper) required an extra step. After the grinding step, the
samples were placed in an oven at 60 °C for 1 h and were ground in
an agate mill in order to decrease the particle size to <200 um. These
samples could not be ground properly, probably due to the presence
of resins on their surface.

The certified reference material (CRM) SRM NIST 1573a Tomato
leaves (National Institute of Standards and Technology, NIST,
Gaithersburg, USA) was used to verify the accuracy of the method.

3. Results and discussion
3.1. Correction for spectral interferences

A spectral interference of the SiO molecule on the determination of
iron and nickel in the investigated spectral range was reported by
Gomez-Nieto et al. [24] and also found in this work, as shown in Fig. 1.
There is a weak line of the SiO spectrum that overlaps directly with
the 232.036 nm Fe line and another SiO line at 231.998 that partially
overlaps with the 232.003 nm Ni line.

The spectrum of the SiO molecule is shown in Fig. 2a for the SRM
NIST 1573a Tomato leaves. A reference spectrum of SiO was therefore
established using pure SiO for chromatography as a solid sample, and
subtracting this reference spectrum from the sample spectrum using
least-squares background correction (LSBC). The background signal

Table 1
Graphite furnace temperature program for the simultaneous determination of Ni and Fe in
vegetables of the Solanaceae family by HR-CS SS-GF AAS.

Step Temperature/°C  Ramp/°C s~ Hold time/s  Gas flow
rate/L min~!

Drying 90 3 10 2.0

Drying 110 5 10 2.0

Pysolysis 1400 300 5 2.0

Atomization 2500 3000 8 0

Cleaning 2650 1000 8 2.0
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Fig. 1. Wavelength resolved time-integrated absorbance spectrum in the vicinity of the Ni
resonance line at 232.003 nm for: a) Ni (0.5 ng) and Fe (13 ng) in a standard solution; b)
reference spectrum of SiO obtained for 0.3 mg of pure silica; ¢) spectrum of SRM NIST
1573a Tomato leaves sample with the interference of SiO molecule; d) spectrum of SRM
NIST 1573a Tomato leaves sample after subtraction of the reference spectrum using
least-squares background correction. Ty, 1400 °C/T,, 2500 °C.

disappeared completely after this correction, as shown in Fig. 2b. The ef-
fect of this spectral interference on the result of the measurements was
not investigated in this work, but the correction using LSBC was used
throughout this work.

3.2. Optimization of the temperature program

It is necessary to establish a compromise temperature program for
both elements to enable simultaneous determination. The pyrolysis
temperature depends on the most volatile analyte, and the atomization
temperature depends on the least volatile analyte; in both cases, there
must be no analyte losses during these stages [34].

First of all, the application of chemical modifiers in solution, pipetted
over the samples, was investigated. The chemical modifiers Pd, Pd/Mg,
and NH4H,PO,4 were evaluated; however, they did not improve signifi-
cantly the absorbance values or the peak profiles. Besides, NH4H,PO4
generated a new fine-structured molecular absorption spectrum,
which was due to the PO diatomic molecule. For this reason, the analysis
was carried out without chemical modifiers, lowering costs and total
analysis time.

The pyrolysis and atomization curves for Ni and Fe are shown in
Fig. 3. The pyrolysis curves are very similar for aqueous standard solu-
tions and samples for both elements. The pyrolysis temperatures with
the highest signals were between 1200 °C and 1400 °C for the aqueous
standard solutions, but at 1200 °C the relative standard deviation (RSD)
was high, mainly for Fe. A pyrolysis temperature of 1400 °C gave the
best conditions for both analytes in the samples. Consequently, 1400
°C was chosen for all further studies.

a)
0.18

0.15

Absorbance

b)

Absorbance

Wavelength / nm

Fig. 2. Time and wavelength resolved absorbance spectra of SRM NIST 1573a Tomato
leaves sample in the vicinity of the nickel analytical line at 232.003 nm: (a) without
LSBC evidencing the SiO molecule structured band as interference and (b) the same
spectrum applying LSBC.

0.35
0.30—-
0.25—-
0.20—-

0.15

0.10

Integrated absorbance / s

0.05

0.00 y T T T g T y T y T y T v
600 900 1200 1500 1800 2100 2400 2700

Temperature / °C

Fig. 3. Pyrolysis and atomization curves for simultaneous determination of Ni (black
symbols) and Fe (white symbols). Both analytes have been evaluated by their aqueous
standard solution (triangles, 0.5 ng Ni and 13 ng Fe), and green bell pepper sample
normalized for 0.1 mg (squares). Ty, = 1200 °C and T, = 2400 °C.
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The atomization curve had its highest absorbance for both analytes
between 2400 °C and 2600 °C. However, Ni standard solution and sam-
ples did not show satisfactory signals at 2400 °C; in contrast, 2600 °C
was not suitable for Fe atomization. An atomization temperature of
2500 °C resulted in the best peak profiles for Ni and Fe, and was chosen
as the compromise atomization temperature.

3.3. Figures of merit

The calibration curves were obtained simultaneously. Standard solu-
tions have been established with seven different masses ranging from
0.2-1.5 ng for Ni and from 3 to 60 ng for Fe. The blank measurements
were carried out according to the “zero mass response” technique,
inserting an empty platform and executing the temperature program
repeatedly [27]. The limits of detection (LOD) and quantification
(LOQ) were calculated as three times and ten times, respectively, the
standard deviation of ten measurements of the blank divided by the
slope of the calibration curve. The characteristic mass (mp) is defined
as the mass of analyte corresponding to an integrated absorbance of
0.0044 s [27], and was obtained using an intermediate standard of the
calibration curve (Table 2). The mg and LOD found for Ni and Fe were
in agreement with those reported in the literature [24]. The correlation
between sample mass and measured integrated absorbance was linear
between 0.02 mg and 0.4 mg for Ni and Fe. A linear correlation has
been found over a mass range of at least one order of magnitude for
both elements. These features give flexibility for the sample mass to
be introduced into the GF, because it is possible to use smaller amounts
of sample mass when the analyte concentration is high and, analogous-
ly, higher masses for samples containing lower concentrations.

The trueness of the method was confirmed using the CRM NIST
1573a. The results for Ni and Fe were in agreement with the reference
values (Table 3), according to a Student's t-test at a 95% confidence
level (teitical = 2.77, teaculated = 1.78 for Ni, and teaiculateq = 1.82 for Fe).

The precision was based on the mean values and standard deviation
of 5 replicate measurements of the samples, expressed by the RSD
values, which was lower than 10%, suitable for direct solid sample anal-
ysis. Therefore, it can be concluded that Ni and Fe could be directly and
simultaneously determined in vegetable samples using calibration with
aqueous standard solutions.

3.4. Ni and Fe determination in vegetable samples of the Solanaceae family

The method was applied to determine simultaneously Ni and Fe in
vegetables of the Solanaceae family, cultivated in organic and conven-
tional farming systems. The results are shown in Fig. 4a and b, which
show the mean and standard deviation of Ni and Fe concentrations of
three samples of each vegetable, obtained from different suppliers to
observe the variation of the elements concentrations according to
where the vegetables were cultivated. Individual results of the concen-
trations of three samples of each vegetable, obtained from different sup-
pliers are shown in the Supplementary material in the Tables S1 and S2.

Conventionally grown vegetables had the highest concentrations for
Ni, except for the yellow bell pepper. The results varied randomly for Fe

Table 2
Figures of merit for the simultaneous determination of Ni and Fe in vegetables of
Solanaceae family by HR-CS SS-GF AAS and calibration with aqueous standard solutions.

Parameters Ni Fe

Linear regression A, = 0.00573 + 0436 m (pg) Aine = 0.01026 + 0.00988 m (ng)
equation

Correlation 0.998 0.994
coefficient

LOD/ug g~ ! 0.02 2

LOQ/ug g~ ! 0.06 6

my 9.5 pg 340 pg

@ Calculated for a sample mass of 0.4 mg.

Table 3
Determination of Ni and Fe in tomato leaves CRM (NIST 1573a) by HR-CS SS-GF AAS.

1

Analyte Certified?/mg kg™! Found?®/mg kg~
Ni 1.59 £+ 0.07 1.67 £+ 0.10
Fe 368 4+ 7 346 4 27

¢ Results are expressed as mean = standard deviation (n = 5).

between conventional and organic systems, and between samples of
each vegetable, expressed by the standard deviation. According to a
Tukey's test at a 95% confidence level, only eggplant and red pepper pre-
sented significant differences between the organically and convention-
ally grown vegetables for Ni, while no vegetables presented significant
differences for Fe.

The results observed in this study are consistent with Bressy et al.
[14], who evaluated the presence of metals in tomatoes of different
species and in different stages of maturation. They also found lower con-
centration of Ni in organically grown vegetables, in both stages of mat-
uration. Also according to Bressy et al. [14], there were no differences
between organic and conventional farming for Fe in tomatoes in the
final maturation state, while, organically grown tomatoes had lower
concentration than conventionally grown ones in early maturation.
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Fig. 4. Average (a) nickel and (b) iron concentration found in vegetables of the Solanaceae
family grown in three different locations each, using HR-CS SS-GF AAS and comparing
conventional (gray bars) and organic (hatched bar) farming systems.
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This variation in the results of Fe concentration between conventional
and organic systems is predictable, because Fe has an uneven distribu-
tion in soil, and it may have a limited absorption by plants due to forma-
tion of insoluble complexes in aerobic soils with high pH. Other features
affect the absorption of the element, for instance, the chemistry and
composition of soil, Fe species that the plants cannot absorb, water con-
tent and compaction [35,36]. The high concentration of Fe in vegetables
is attributed to its role in the chlorophyll synthesis, and the results are
consistent with those reported in the literature [20,35,36].

The concentration of Ni normally encountered in plant tissues is
0.5-5 ug g~ !, in this study, it was found Ni concentrations between
0.054 and 2.6 ug g~ ' [37,38].

Iron concentrations were compared with those reported in the
literature for these plants [2,39,40], in which, bell peppers and peppers
presented concentrations of 4 ug g~ !, for eggplants 2 pg g~ !, for
potatoes 8 pg g~ !, for tomatoes 5 ug g~ !, and for physalis 17 ug g~ .
Both, conventionally and organically grown vegetables analyzed in
this study had higher Fe concentrations than those reported in the
literature. The values found for bell peppers were around 80 pg g~ !,
for tomatoes, eggplants and potatoes 40 ug g~ !, and for peppers and
physalis 20 pg g~ . All the individual values can be found in the supple-
mentary material.

The concentration divergences of conventionally and organically
grown vegetables can be caused by several factors: (i) differences in
the uptake ability of the plants; (ii) using fertilizers and pesticides and
their quantities; (iii) location of the crop, due to possible contamination
by particulates; (iv) natural or anthropogenic presence of the elements
in soil. Therefore, although it was not a topic of this investigation, soil
analysis would be important in order to verify a possible contamination,
although it is not trivial to determine whether it is the source or not
[18,22,23,41-44].

Organic farming is sought because of the production care and the re-
duced use of pesticides and fertilizers. However, if the soil on which the
plants are grown is not monitored and it has high metal content, it could
lead to a contamination of the crop, resulting in plants equally or more
contaminated compared to conventionally grown vegetables that use
pesticides and fertilizers (a large source of metal contamination) [6-8].

4. Conclusions

The method is simple and rapid, with reduced sample manipulation,
avoiding possible contaminations. HR-CS SS-GF AAS is offering a
suitable correction for spectral interferences using a least-squares
algorithm. Moreover, it makes possible the simultaneous determination
of the two analytes by monitoring simultaneously the two analytical
lines that are within the spectral window. In this study, the highest con-
centrations of Ni and Fe were found in conventionally grown vegetables
(eggplants and red bell pepper) and the lowest in organic vegetables
(potatoes and physalis). Conventionally grown vegetables had, in gen-
eral, higher concentration of both analytes compared to organically
grown ones.

The trace element content in vegetables grown with both types of
culture varied randomly, comparing their Ni and Fe content; even the
three samples of each vegetable obtained from different suppliers
showed a high dispersion of values. The factors that contribute to their
concentration should also be evaluated, e.g. soil and water, to fully un-
derstand the effect of each farming system.
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Electronic Supplementary Information (ESI)

Tables S.1 and S.2 show the concentration of Ni and Fein three samples of each
vegetable (conventional and organic), which were obtained from different suppliers.

Table S.1. Determination of Ni in vegetables of the Solanaceae family cultivated in

conventional and organic system by HR-CS SS-GF AAS

Conventional / pg g**

Organic/ pgg'*

Vegetable Samplel | Sample2 | Sample 3 Sample 1 Sample2 | Sample 3
Gg:gpff” 0414003 | 1.0£01 | 18201 | 047+004 | 0.7520.06 | 0.85+0.03
Yellow
Bell 0.20+0.01 | 0.42+0.04 | 0.73+0.08 | 0.35+0.02 | 0.48+0.05 | 0.97 +£0.08
Pepper
Red Bell
Pepper 0.20+0.02 | 0.84+0.08 | 2.6+0.2 | 0.32+0.03 | 0.33+0.02 | 0.49+0.05
Tomato | 036+0.05 | 0.86+0.08 | 1.6+0.1 | 053+0.01 | 0.65+0.04 | 1.3+0.1
Potato | 0.13+0.01 | 0.18+0.01 | 0.34 +0.03 06986131 0.11+0.01 | 1.3+0.1
Eggplant | 0.82+0.07 | 1.6+0.1 1.8+0.2 | 0.22+0.02 | 0.33+0.01 | 0.34+0.04
Physalis | 0.32+0.02 | 0.44+0.04 | 0.56+0.06 | 0.13+0.01 | 0.31+0.03 | 0.35+0.02
Redpepper | 0.94+0.08 | 1.3+01 | 15+01 | 0.25+0.02 | 0.32+0.03 | 0.38 +0.03

(*)Results are expressed as mean + standard deviation (n=5)
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Table S.2. Determination of Fe in vegetables of the Solanaceae family cultivated in

conventional and organic system by HR-CS SS-GF AAS.

Conventional / pg g**

Organic/ pgg**

Vegetable
Samplel | Sample2 | Sample 3 Samplel | Sample2 | Sample 3
Green Bell
59+6 60+5 81+6 47+ 4 71+7 76+ 2
Pepper
Yellow Bell
5 29 +0.(3) 42 +3 58 + 4 51+4 53+6 57+8
epper
Red Bell
64 +2 76+ 6 0'111%01 39+2 44 + 3 50+2
Pepper mg g
Tomato 19+1 33+3 39+4 33+3 36+3 44 + 2
Potato 12+1 12+1 20+ 1 27+2 33+2 67+6
Eggplant 17 +2 37+3 67 +6 201 26+ 2 27+3
Physalis 13+1 28 +3 40+ 3 18+2 26 + 2 33+3
Red pepper 15+1 15+1 28+ 2 15+2 19+ 2 24 +2

(*)Results are expressed as mean * standard deviation (n=5)

44



6. DISCUSSAO GERAL E CONCLUSOES

6.1 Discusséo geral

O trabalho consistiu no desenvolvimento de métodos analiticos para a determinacgéo
de metais traco em vegetais da familia Solanaceae, utilizando HR-CS SS-GF AAS. Os
vegetais escolhidos tem grande importancia econdmica, sendo muito consumidos devido a
grande quantidade de nutrientes, os quais contribuem para a manutencdo da boa saude. No
entanto, os vegetais podem conter também, além de nutrientes essenciais, elementos
potencialmente tdxicos, como Cd, Cr, Cu, Ni e Fe. Com excec¢do do Cd e do Ni, 0s outros
elementos séo considerados importantes quando em baixas concentragdes, no entanto, a alta
exposicao pode causar danos a saude.

O artigo 1 (Sessdo 5) aborda o desenvolvimento de métodos para determinacdo de
Cd, Cr e Cu nos vegetais. Realizou-se a otimizacdo dos métodos, avaliando a necessidade do
uso de modificador quimico para o Cd, devido a sua instabilidade térmica, bem como a
avaliacdo das temperaturas ideais de pirolise e atomizacdo para todos os elementos. Em
seguida realizou-se a calibracdo dos métodos, estabelecendo assim, os parametros de mérito.
Os valores de massa caracteristica encontrados foram concordantes com aquelas existentes na
literatura, as quais fizeram uso dos mesmos parametros analiticos, no entanto, aplicados em
diferentes amostras. Os valores de LOD e LOQ obtidos foram confortavelmente inferiores aos
limites maximos estipulados pelas legislacdes existentes para estes elementos, permitindo
assim, o confronto das concentragdes presentes nos vegetais analisados com as referidas
legislacdes.

A amostragem direta de sélidos é uma alternativa muito viavel, no entanto, se uma
amostra apresenta uma elevada concentracdo do analito, torna a andlise dificil, pois isso
ocasiona valores de absorvancia muito altos, ocorrendo perda da linearidade por apresentar
desvio da Lei de Lambert-Beer, a qual rege a absor¢do atbmica. Contudo, a técnica da HR-CS
AAS permite o uso de linhas secundarias dos elementos, visto que a intensidade emitida pela
fonte de radiagdo é a mesma em todos os comprimentos de onda, resultando em uma melhor
razdo sinal ruido (S/N) para todas as linhas analiticas. Esta ferramenta foi util para a
determinacéo de Cu, que estava presente em elevadas concentra¢es nos vegetais analisados.
Neste caso foi utilizada a linha analitica em 327,396 nm, cuja sensibilidade é 45 % inferior a
linha analitica principal. Houve ainda a necessidade de trabalhar apenas com o pixel central

(CP), que constituem as unidades fotossensiveis do detector. Ainda, a fim de reduzir um
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pouco mais a sensibilidade e poder variar a massa de amostra inserida no tubo de grafite,
optou-se por utilizar um fluxo minimo de gas Ar na etapa de atomizacdo. Vale ressaltar que
para Cd e Cr foram utilizados 3 pixels para a leitura, o pixel central e seus dois pixels
adjacentes (CP £ 1).

Ap0s a otimizacdo dos métodos, os mesmos foram aplicados nas amostras, verificou-
se grande variagdo nas concentra¢bes de Cd, Cr e Cu nos 3 vegetais de cada espécie, expressa
pelo elevado desvio padrdo encontrado. Nao foi possivel identificar nenhuma tendéncia
quanto a diferenca entre o cultivo organico e convencional, principalmente para Cu e Cr. No
entanto, para o Cd, em média, 0s vegetais organicos tiveram uma concentracdo mais baixa,
qguando comparado aos convencionais. Com base na realizacdo do teste de Tukey (p<0,05 —
Statistica 7.0) apenas physalis para o elemento Cd, berinjela para Cr e pimentdo verde e
pimenta para Cu, apresentaram diferencas significativas entre os dois cultivos.

O segundo artigo (Sessdo 5) aborda o uso da técnica de HR-CS AAS a partir da
realizacdo de andlises multielementares, sendo aplicado neste estudo a determinacédo
simultdnea de Ni e Fe, 0s quais possuem um comportamento térmico semelhante e linhas
analiticas proximas.

Durante a otimizacdo dos métodos foi verificada a presenca de interferéncia da
molécula SiO, a qual foi corrigida aplicando-se LSBC.

Na determinacdo de Ni, verificou-se que, em média, vegetais organicos tiveram uma
menor concentracdo do elemento, quando comparado aos convencionais, com excecao do
pimentdo amarelo. Apenas berinjela e pimenta apresentaram diferencas estatisticas entre os
dois cultivos. Para Fe, houve grande variagcdo entre 0s vegetais organicos e convencionais,
bem como entre 0s vegetais de cada espécie, sendo que ndo foi detectada nenhuma diferenca
estatistica entre os dois cultivos para este elemento.

As variacbes encontradas para todos os elementos analisados podem advir de
diversos fatores, visto que cada solo possui uma composicdo diferente, devido as particulas
dispersas no ar e que nele se depositam, na agua e nos proprios vegetais, influenciando assim
na distribuicdo dos elementos; a &gua utilizada; o uso de agrotoxicos, pesticidas e adubos
organicos; emissdo de poluentes por fabricas e escapamentos de veiculos; solos que
anteriormente serviram para processamento de residuos, como aterros sanitarios; ambientes
que sofreram inundacdes, que costumam trazer consigo diversos tipos de materiais. Todos
estes fatores contribuem para um ambiente extremamente variado, conferindo diferentes

concentragdes de elementos nos locais onde sdo cultivados alimentos.
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6.2 Conclusoes

Com base no estudo, foi possivel desenvolver métodos utilizando a HR-CS SS-GF
AAS, os quais demonstraram-se rapidos, precisos, simples, sensiveis, sendo assim aplicaveis
para analises de rotina. Também foi demonstrado que a analise direta de solidos para estes
vegetais, utilizando calibragdo com padrdes aquosos € viavel. A HR-CS AAS possibilitou a
andlise simultanea de Ni e Fe. Além disso, também propiciou a determinacdo de elementos
por analise direta de solidos, mesmo daqueles que se apresentaram em grandes concentracfes
e a correcdo de interferéncias espectrais, por meio da aplicacdo do algoritmo de minimos
quadrados.

Devido ao objetivo ser o desenvolvimento de métodos analiticos, ndo foi avaliado
um numero representativo de amostras, que fosse suficiente para concluir efetivamente a
influéncia do impacto organico e convencional nos vegetais. Ademais, para verificar a real
influéncia dos cultivos, todos os fatores como solo, &gua e insumos utilizados como auxiliares
na agricultura precisam ser rigorosamente controlados, para ter como variavel diferencial t&o
s0 e unicamente a forma de cultivo. Desta forma, sugere-se como trabalhos futuros, a
aplicacdo dos métodos desenvolvidos para analises aprofundadas, com numero amostral
suficiente e condicdes de cultivo controladas, a fim de verificar a real influéncia dos cultivos
organico e convencional no aporte de metais em vegetais.

Neste estudo, considerando o numero de amostras analisados, verificou-se que,
principalmente para Cr, Cu e Fe, nenhuma tendéncia pode ser observada, enquanto que para
Cd e Ni, em média, vegetais organicos apresentaram menores concentragcdes, quando
comparado aos vegetais convencionais. No entanto, as trés amostras de cada vegetal
apresentaram grande variabilidade, expressa pelo elevado desvio padrdo encontrado, sendo
que, esta variacdo advém da grande diversidade relacionada a concentracdo de metais no
ambiente.

Sendo assim, torna-se de extrema importancia realizar a avaliagdo do solo o qual
pretende-se utilizar para o plantio de alimentos, bem como dos alimentos nele cultivados,
visto que, por exemplo, quando um consumidor busca por um produto organico, o faz com o
intuito de consumir um alimento com menores concentragdes de elementos potencialmente
prejudiciais a saude, quando comparado a um alimento cultivado pelo manejo convencional,
ao qual é permitido aplicar agrotdxicos e pesticidas, e se este solo estiver contaminado com
grande quantidade de metais ou residuos de agrotdxicos, o vegetal perdera suas caracteristicas
de “organico”.
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